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Abstrakt: V rdmci prace byla studovana mozné pritomnosti excitonové interakce
ve fykobilizomech, tedy velkych pigment-proteinovych svétlosbérnych komplexech
vyskytujicich se predevsim u sinic. Ke studiu vzorkia fykobilizomi sinice ther-
mosynechococcus elongatus byla vyuzita technika dvoudimenzionalni elektronové
spektroskopie, jez poskytuje rozliseni na femtosekundové skale a je citliva na ex-
citonové interakce. Ze ziskanych dat, mérenych na spektralnim rozsahu priblizné
590 az 700 nm, byl sestaven mozny model energetickych hladin fykobilizomt a
toku excita¢ni energie mezi nimi. Data ukazuji na pravdépodobnou pritomnost
excitonové interakce mezi 3 dvojicemi elektronovych stavi.
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Abstract: The thesis explores the possible presence of exciton interaction in phyco-
bilisomes, the large pigment-protein light-harvesting complexes occurring mainly
in cyanobacteria. The technique of two-dimensional electron spectroscopy, which
provides a resolution on the femtosecond scale and is sensitive to exciton inter-
actions, was used to study phycobilisomes of cyanobacteria thermosynechococcus
elongatus. A possible model of energy levels of phycobilisomes and the flow of
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Uvod

Je to pravdépodobné jiz vice jak 2 miliardy let, kdy se organismy naucili za-
chytavat energii slunecniho zafeni a uklddat ji ve formé chemické vazby, ¢ili kdy
ziskaly schopnost fotosyntézy. A¢ je tato schopnost z evolucniho hlediska velmi
stard, stale vSem aspektim fotosyntézy zcela nerozumime a proto jsou fotosyn-
tetické procesy, zejména ty primarni, intenzivné studovany. Energie slunecniho
svétla je nejprve zachycena svétlosbérnou anténou a néasledné predavana po sméru
energetického spadu do reakéniho centra, kde dochazi k rozdéleni naboji, ¢ehoz je
pozdéji vyuzito ke vzniku protonového gradientu na membrané, jez pohani tvorbu
ATP. Od zachytu energie az po rozdéleni naboju hraji hlavni roli pigmenty, ¢i
pigment-proteinové komplexy. Pro zajisténi toku excitacni energie z mista jejiho
zachytu ve svétlosbérné anténé az do reakéniho centra, je potfeba aby pigmenty
ve fotosyntetickém aparatu mély vhodné polozené energetické hladiny. Modifikace
energetickych hladin jednotlivych pigment je dosazeno diky riiznym vazbam jak
mezi pigmenty samotnymi, tak mezi pigmenty a proteinovym leSenim. Jednou
z dilezitych interakci posouvajicich elektronové hladiny je excitonova interakce.
Lze ji nalézt napriklad u tzv. zvlastniho paru chlorofyli, jez je srdcem reakéniho
centra, kde mé zcela nezastupitelnou roli a umoziuje rozdéleni naboje. Vzhle-
dem k tomu, jak dtlezitou roli hraje excitonova interakce v reakénim centru, je
jisté dilezitou otazkou, v jakych dalsich systémech se tato interakce vyskytuje.
Proto je dnes vyskyt a také mechanismus excitonové interakce predmétem rady
experimentalnich i teoretickych studii.

V centru pozornosti pti vyzkumu fotosyntetickych pochodti jsou v dnesni dobé
predevsim svétlosbérné antény a reakcéni centra a pravé do této skupiny spadaji
fykobilizomy, coz jsou velké pigment-proteinové komplexy, které zachycuji ener-
gii slunecniho zareni a predavaji ji do reakéniho centra. Protoze se fykobilizomy
vyskytuji predevsim u sinic, o nichz se predpokladd, ze jejich predci byly prvnimi
organismy s oxygenni fotosyntézou, byly a jsou tyto pigment-proteinové komplexy
detailné zkoumany. Az do nedavné doby vsak nebyl studovan prenos energie ve
fykobilizomech na femtosekundové gkale! a proto je cilem této prace objasnit ener-
getickou strukturu a tok energie ve fykobilizomech sinice thermosynechococcus
elongatus.

Pro studium fykobilizomt byla zvolena technika dvoudimenzionalni elektronové
spektroskopie, protoze poskytuje rozliseni ve femtosekundové skdle a jedna se o
techniku velice citlivou na prenosy energie. Umoznuje pozorovani jednotlivych
energetickych hladin ve vzorku, toku energie mezi nimi a umoznuje rozeznavat
excitonové interakce.

1V dobé zadavani této diplomové prace nebyl publikovan z4dny ¢ldnek méfeni energetického
prenosu ve fykobilizomech s femtosekundovym rozliSenim, avsak v prubéhu feseni prace byly
opublikovany 2 ¢lanky na toto téma. Oba tyto ¢lanky se ovSem zabyvaji vyzkumem fykobilizomu
z jinych sinic, nez je thermosynechococcus elongatus.



1. Teoreticky uvod

Dvoudimenzionalni elektronova spektroskopie (zkratka 2DES z anglického two-
dimensional eletronic spectroscopy) je spektroskopickou technikou poskytuji vy-
soké casové i spektralni rozliseni zaroven. Zakladem techniky je vyuziti tii lase-
rovych excitacnich femtosekundovych pulzlii na vyvolani odezvy vzorku, tedy pro
zjisténi optické odezvové funkce tietiho fadu S®). Diky navzijem nezévisle la-
ditelnym casovym odstupim mezi excita¢nimi pulzy 1ze pomoci 2DES efektivné
studovat naptiklad pfenos energie na femtosekundové skile, excitonové vazby,
relaxacni procesy elektronovych stavii nebo vibracni stavy. Z téchto diavodu je
metoda jiz od zacatku 21. stoleti uzivana zejména pro studium svétlosbérnych
komplexti, avSsak v nynéjsi dobé se objevuje jeji dalsi aplikace, napriklad ve vy-
zkumu nanod¢éstic a nanosystému.[1, 2]

Metoda 2DES je vyuzivana v nékolika riiznych geometriich, naptiklad piné ko-
linearni, ¢i naopak plné nekolinedrni usporadani - podrobnosti o moznych geome-
triich viz sekce 1.2.[3] Nize uvedena teorie se zaméruje predevsim na popis 2DES
v kontextu plné nekolinearni geometrie, ktera byla vyuzivana v ramci této prace
a dale proto bude pod zkratkou 2DES rozuména specificky plné nekolinedrni he-
terodynni dvoudimenziondlni elektronovd spektroskopie. Pro tiplnost dodejme, Ze
z hlediska matematického popisu predstavuje plné nekolinearni usporadani nej-
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pro jiné geometrie casto redukuje do jednodussi podoby.

1.1 Teoreticky zaklad 2DES

1.1.1 Popis systému matici hustoty

Popis biologickych chromofori je znacné obtizny, protoze typicky jde o sys-
témy v kondenzovaném stavu (uvnitt proteinového leseni, v roztoku atd.) a tedy
vykazuji celou plejadu interakei s okolim. Z tohoto diivodu se uziva statistického
popisu prostiednictvim evoluce matice hustoty p. Element matice hustoty p; ; pro
systém s N stavy je ddn vztahem

1 Y .
Pii = N > il 1) (W] (1.1)
n=1

kde vystupuji bazové vlnové vektory v; a 1; a jejich koeficienty c,,. Diagonalni
¢leny matice hustoty p;; se nazyvaji populace a jak jiz napovidd nazev, maji
vyznam pravdépodobnosti naméreni systému ve stavu popsaného vinovym vek-
torem [1);). Excitace, ¢i naopak vyzareni fotonu a dalsi obdobné jevy vedou pravée
ke zméné poméru velikosti mezi diagondlnimi cleny. Mimodiagonélni cleny p; ;
(kde i # i), tzv. koherence, nesou informaci o provazanosti jednotlivych diagonal-
nich ¢lenti. Vlivem intermolekuldrnich a intramolekularnich interakei se s vyvojem
systému v case koherence typicky ztraceji.[3]

Pro popis nelinearnich optickych jevii obecné (v kondenzované fazi) se vyuziva
¢asové zavisla poruchovd metoda, kdy ¢asové zavislou matici hustoty p(t) rozdé-
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lujeme na matici hustoty zakladniho stavu p® (—oc) v rovnovaze a na poruchové
cleny p(™(t), ¢imz ziskavame vztah

plt) = #9(=00) + 3 p"(), (12)

kde suma predstavuje n-tou poruchu. Pii ¢asovém vyvoji matice hustoty pak uva-
zujeme pouze vyvoj poruchovych ¢lenti. Poruchovy hamiltonian H'(t) generujici
poruchové ¢leny lze vyjadrit jako

H'(t) = BB(t). (13)

tedy pomoci operatoru prechodového dipélového momentu i a klasického elek-
trického pole E(t). V ptipadé 2DES studujeme systém pomoci efekt odezvy tie-
tiho fadu (third-order response) a proto musime pracovat s matici hustoty také
3. tadu p®(t). Vypocteme-li stopu této matice skrze dipélovy moment ziskévame
polarizaci 3. tadu P®(t)

PO (t) = Tr{pp” (1)}, (1.4)

diky ¢emuz se dostavame k popisu reakce systému na elektrické pole pomoci kla-
sické veli¢iny, ¢ehoZz budeme déle vyuzivat.[3] Detailngjsi teoreticky popis, ktery
je nad rdmec této experimentdlni prace, lze nalézt napriklad v [4].

1.1.2 (Generovani signalu

Metoda 2DES vyuziva k vyvolani odezvy vzorku tii femtosekundovych pulzi.
Prvni dva z nich slouzi jako pump (Cerpajici) pulzy a tfeti jako probe (sonda).
Pulzy vyvolavaji odezvu vzorku, jez se projevuje jako signalni pulz vychazejici ze
vzorku.[3] Prodlevy mezi excitacnimi pulzy jsou laditelné. Mezi prvnim a druhym
pulzem se zpozdéni T nazyva koherencni cas, je jemné laditelné a jak bude uka-
zano dale, diky jeho nastavovani Ize od sebe separovat data odpovidajici riiznym
excitacnim frekvencim. Druhy a tieti pulz oddéluje populacni cas T. Populacéni
casy maji velké rozpéti (desitky fs az stovky ps) a predstavuji dobu, jez je systému
ponechédna na relaxaci.|1]

V oblasti vzorku dochazi pri dopadu prvniho excita¢niho pulzu k interakci
elektrického pole tohoto pulzu se vzorkem. Nasledné dochézi k interakci zméné-
ného pole vzorku s druhym excitac¢nim pulzem. Na excitovany vzorek muzeme
v tuto chvili nahlizet jako na plejadu difrakénich mrizek (kazdy stav vzorku vy-
tvari jednu mrizku), na niz (po uréitém case T, béhem kterého se systém vyviji)
dochézi k difrakei tfetiho pulzu, ¢imz vznikd métitelny signdl.[3] Detailni popis
vSech interakci skrytych v pravé uvedeném velmi strué¢ném nahledu celé situace
je nad ramec této prace, nize se omezime pouze na souhrn majoritnich efektu -
pro blizsi popis vSech interakei viz[4] ¢ [5]. Pro snazsi popis elektrického pole v
oblasti vzorku zavedeme oznaceni casti, kdy jednotlivé peaky vykazuji maximalni
intenzitu: ¢y, to a t3 (oznaceni ¢asu viz obrazek ¢.1.1) a z praktickych davodu
volime t3 = 0 (signédlni pulz tak vzdy vychézi ze vzorku v kladném case). S takto
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Excitacni pulzy

Lokalni
oscilator

Obréazek 1.1: Schéma pulzi uzivanych v 2DES. Modry pulz je lokalni oscilator,
ktery slouzi pro heterodynni detekei. Cerné pulzy jsou excita¢éni a maji mezi sebou
nastavitelné ¢asové zpozdéni 7 (koherencni ¢as) a T' (populaéni ¢as). Po dopadu
vSech 3 excitac¢nich pulzii dochézi k vyvolani odezvy v podobé signalniho pulzu
vychéazejiciho se zpozdénim t. Protoze k interakci pulzu se vzorkem muze dojit
kdykoliv pod jeho obalkou, definujeme casy 7;, jez tuto skutecnost vystihuji.

zavedenym znaCenim muzeme zapsat elektrické pole Ej,;(r, &), zavislé na vzdéle-
nosti 7 od mista generace ve vzorku a na case £, vznikajici pti dopadu pulzi do
vzorku jako

Bine(1r, &) =A (¢ — ty)eolemtTher o A (¢ — ) e wo(Eta) ko

¢ — tB)efiwo(fftg)Jrikg-r + ( A(f _ tl)efiw0(£*t1)+ik1'7‘ (1.5)
+ A(g _ tQ)e—iWO(E—t2)+ik2-7‘ + A(g . tg)e—iwo(f—t3)+ik3~r)* ‘

Ve vztahu vystupuji amplitudy poli od jednotlivych pulzi A({ —t;) a jejich vl-

nové vektory k;. Hvézdicka oznacuje komplexné sdruzenou c¢ast vyrazu, jak je

zvykem.[1] VInové vektory pulzi zaviseji na pouzité geometrii - blize viz sekce
1.2.

Elektrické pole na vzorku generuje skrze odezvovou funkci systému S (¢)
zménu polarizace P®)(r,t) dle vztahu

P(3)(r,t) :/ / / S(g)(Tl,TQ,Tg)E(’I‘,t — T — Ty — T3)
0 0 0
X E('T', t— To — Tg)E(’r, t— Tg)dTldTQdTg ,

(1.6)

ve kterém kazdy z ¢lenu elektrické intenzity odpovida vyrazu (1.5). Ve vztahu jsou
pouzity misto Casu t;, ¢asy 7; (definice viz obrazek ¢.1.1), protoZe pulzy uzivané
k vyvolani odezvy vzorku nejsou v redlném experimentu J-pulzy a k interakei se
vzorkem tak muze dochazet v libovolném poradi pulzi a z hlediska casu kdyko-
liv pod obélkou pulzii. Dosazenim elektrickych intenzit (1.5) do pravé uvedeného
vztahu pro polarizaci vznikd celkem 63 t¥i¢lennych éiniteld dvojic amplitudy a
faze, které predstavuji interakci vzorku s excita¢nimi pulzy v jednom specifickém
poradi. Lze snadno nahlédnout, ze vzdy praveé 6 téchto ciniteldt mé stejnou kom-
binaci vinovych vektor, diky ¢emuz jimi generovany signal odchéazi ze vzorku ve
specifickém sméru daném vlnovym vektorem k = +ky &+ ko £ k3.[1]

Ruzné kombinace vlnovych vektora uréuji ruzné tzv. interakcni drahy (inter-
action pathway), kterych je celkem 23. V kontextu popisu 2DES signéli se viak
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typicky uvazuji pouze dvé dréhy a sice refdzovaci (RE) a nerefazovaci (NRE).
Pro presnéjsi popis je pak zapotiebi zaclenit i drahu odpovidajici druhému kvan-
tovani (DQ) a dale generaci treti harmonické frekvence (THG), protoze tyto
interakéni drahy se projevuji v datech v misté prekryvu pulzi. VInové vektory
pro vSechny 4 interakéni drahy maji tvar

krg = —ki + ks + k3,
knre = k1 — ko + ks,
kpg = ki + ks — k3,

kruc =k + ko + ks

(1.7)

Omezime-li se na analyzu dat bez ivodnich velmi kratkych populacnich cast a
oblasti koheren¢niho ¢asu kolem nuly, neni nutné D@ a THG uvazovat, ¢ehoz se
déle v této praci pridrzime.[3] Blizsi rozbor vSech interakénich drah viz [4].

1.1.3 Detekce signalu

Chovani vzorku, ktery chceme pomoci 2DES studovat, je popsano odezvovou
funkci tietiho fadu S®)(t), jez vystupuje ve vztahu (1.6), ktery popisuje zménu
polarizace v oblasti vzorku. Z podoby zminéného vztahu pro zménu polarizace
je oviem patrné, Ze funkci S (¢) neni mozné prakticky ziskat. Mizeme zkoumat
pouze zménu polarizace v oblasti vzorku, pricemz méreni veli¢inou neni polari-
zace ve vzorku, ale spektrum signalniho pulzu dopadajiciho na detektor, ¢ili jeho
elektrické pole. Musime proto najit vztah mezi timto elektrickym polem a pola-
rizaci vzorku a smirtit se s faktem, ze budeme zkoumat pouze zménu polarizace
vzorku, jez je indukovana odezvovou funkci a ne odezvovou funkci samotnou.

V pribéhu 2DES experimentu jsou postupné nastavovany populacni casy T
a pro kazdy z nich je proméren cely zvoleny rozsah koherenc¢nich casii 7. Po-
moci detektoru je pro kazdou kombinaci 7" a 7 sniméno spektrum pulzu signalu,
tedy elektrické pole signalu v zavislosti na frekvenci Fg(w;), pricemz je vyuzivana
heterodynni detekce pro zlepSeni kvality signalu (blize viz sekce 1.4). SloZenim
vsech ziskanych spekter pak ziskdavame informaci v podobé trojrozmérné ma-
tice Eg(7,T,w;), tedy jako funkci koherenéniho ¢asu a spektra signélu pro kazdy
meéreny populacni ¢as. Z Maxwellovych rovnic plyne vztah mezi mérenym elek-
trickym polem signélu a polarizaci P®)(7,T,w;), jez vznikd v oblasti vzorku, v
podobé
Wy

n(w)

B (1, T,w;) ~ PO(1,T,w). (1.8)
Ve vztahu vystupuje index lomu n(w;), jez je zavisly na frekvenci detekovaného
zareni wy, avSak tato zavislost se ve 2DES casto zanedbava s ohledem na spek-
tralni Sitku pouzivanych laserovych pulzt.[1] Detailnéjsi informace o frekvenc¢ni
zévislosti indexu lomu ve viditelné oblasti viz [6].

S vyuzitim pravé uvedeného vztahu (1.8) lze z mérenych dat ziskat polarizaci
vzorku, pfesnéji vyraz i P (1, T,w;). Fourierovou transformaci tohoto vyrazu vici
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koherenénimu c¢asu 7 ziskavame informaci o chovani vzorku v podobé tzv. kore-
lacnich spekter

o '

Sop(wy, T, wy) = / iP®) (7, T,w,)e™ " dr (1.9)
o0

kterd reprezentuji chovani vzorku. Z vyrazu je zfejmé, ze ziskand funkce

Sop(wr, T wy) je komplexni a ziskdvame tak redlné a imagindrni spektrum pro

kazdy méfeny populacni ¢as. [1]

Zmérend korelacéni spektra Saop(w,, T,w;) lze rozlozit do fady komponent (viz
metoda globalni analyzy v sekci 1.5). Z hlediska kinetiky muzeme tyto kompo-
nenty délit do dvou skupin, kdy prvni vykazuje neoscilujici exponencidlni pokles
intenzity a druhé oscilujici exponencialni pokles. Kinetika prvni skupiny signalt
je dana tesenim kinetickych rovnic pro systém s navzajem paralelnimi relaxa¢nimi
procesy, které dava readlnou exponencielu. Z pohledu matice hustoty se jedna o sig-
nal ¢istych stavi. Druha skupina, jejiz kinetika je dana komplexni exponencialou,
ma puvod v koherencich a osciluje tak s frekvenci odpovidajicimu energetickému
rozdilu ¢istych stavi, mezi nimiz je koherence. [7, 4]

1.2 Rizné geometrie 2DES

2DES technika muize byt implementovana v nékolika rtznych usporadanich -
kolinearni (collinear), ¢astecné kolinearni (partially collinear nebo také pump-
probe) a plné nekolinedrni (non-collinear) geometrie, které se ¢asto oznacuje jako
BOXCARS geometrie.[3]

V kolinearnim usporadani dopadaji vSechny pulzy na vzorek ze stejného sméru,
tedy maji stejny vinovy vektor k; a se stejnym vinovym vektorem vystupuje i
signal, jez cestuje ve sméru pulzl a je proto prekryt silnym pozadim. Proto je tato
geometrie vétsinou uzivana pro méreni fluorescence vzorku, jez se sbira v kolmém
sméru. Vyhodou kolinearniho usporadani je moznost presné kontrolovat fazovy
posun mezi pulzy diky tomu, ze pulzy prochéazeji shodnout drahu - v pripadé
ostatnich dvou uspotrddani je presnd kontrola fazového rozdilu pulzi slozit4. [3]

Casteéné kolinearni usporddani se vyznacuje oddélenim Gerpacich pulzii (pulzy
1 a 2) od sondovactho pulzu (pulz 3) v prostoru - cerpaci pulzy dopadaji na
vzorek oba ze stejného sméru, ale sondovaci pulz z jiného. Signal je pak sbiran
ve sméru prichodu sondovaciho pulzu. Diky rovnosti vinovych vektort pulzu 1 a
2 je zajisténo spravné nafazovani ziskavaného 2DES spektra. Rovnost vinovych
vektorti prvnich dvou pulzi s sebou ale také nese nemoznost odliseni refazovaci
a nerefazovaci slozky spektra.|[3]

Vv

avsak poskytuje nejvice informaci o zkoumaném systému a proto se také jednéa o
nejcastéji uzivanou geometrii 2DES. VSechny tii excitacni pulzy a pulz lokalniho
oscilatoru, pouzivany k heterodynni detekci, dopadaji na vzorek v jiném smeéru -
kazdy pulz prochazi jednim vrcholem mysleného kvadru a dale po diagonale do
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protilehlého rohu, pricemz uprostied tohoto mysleného kvadru se nachazi vzorek,
odtud prezdivka této geometrie BOXCARS. Signél je detekovan ve sméru pulzu
lokéalniho oscilatoru, tedy zadny z excitacnich pulzti nedopada na detektor a me-
toda se proto oznacuje jako ,bez pozadi“ (angl. background free). Dalsi vyhodou
tohoto usporadani je moznost méreni fazovaci a refazovaci faze signalu diky za-
meéné pulzi 1 a 2 v ¢ase. Problémem BOXCARS usporadéani je udrzeni stability
faze vSech pulzu a jeji urceni, ke kterému je potteba zvlastni méreni (Casto pomoci
pump-probe experimentu).[3]

1.3 Cteni 2D spekter

Spektra ziskanda metodou 2DES poskytuji fadu informaci o struktute elektro-
novych a vibrac¢nich hladin, presnéji o prechodech mezi nimi. Na vodorovné ose
spekter byva obvykle vynesena frekvence w, a na svislé w;, tedy vodorovnou osu
chapeme jako excitacni frekvenci a svislou jako detekéni. Kazdy peak ve 2DES
spektru tak predstavuje stav systému s energii uré¢enou w;. Intenzita peaku ve
spektru odpovida populaci daného stavu a velikosti dipolového momentu a jeho
poloha na w, dava informaci o tom, pti jaké excitacni frekvenci dochéazi ke zméné
populace tohoto stavu. Diagonalni peaky ve 2DES spektrech ukazuji na stavy vy-
kazujici energii prechodu ekvivalentni frekvenci w; = w,, tedy zobrazuji ,pouze”
samotné stavy. Mimodiagonalni ¢leny naproti tomu mohou mit ptivod v koheren-
cich mezi stavy, nebo také ve zméné populaci stavll a jejich interpretace je tak

vvvvvv

Tvary jednotlivych peaki ve 2DES spektrech vzorku roztoku (nebo obecné v
kondenzované fazi) jsou urceny predevSim interakei systému s lazni. Izolovany
systém teoreticky vykazuje ostré kruhové peaky, ovSem interakce s lazni zpi-
sobuje jejich deformaci, protoze lazen ovliviiuje strukturu energetickych hladin
¢asti systému se kterymi je v kontaktu. Vlivem lazné dochazi typicky k posunu
excitovanych stavll vice do cervené oblasti, roztazeni peaku ve smyslu osy w;
a samoziejmé i jeho protazeni v diagondlnim sméru (nehomogenni rozsiteni).[3]
Analyzou tvaru peakt je tak mozné ziskat informace o interakci mezi systémem
a lazni - blize viz [5].

1.4 Heterodynni detekce

Heterodynni detekce je technikou vyuzivajici miseni pulsu signalu s pulzem
lokélniho oscilatoru (dale LO) po dopadu na detektor, coz umoznuje uréeni am-
plitudy a faze elektrického pole i slabého signalu, ¢i signalu prekrytého Sumem.
Fotodetektor vykazuje vystupni proud, jez je imérny optickému vykonu, ktery
na néj dopada, ¢ili intenzité elektrického pole vzniklé smisenim LO a signalu, z
¢ehoz lze pti znalosti charakteristik pulzu LO zpét vypocist podobu elektrického
pole signalniho pulzu.|[§]

Na detektor je nejprve priveden pulz lokalniho oscilatoru, jez zde vytvari elek-
trické pole Fpo(t) v roviné detektoru, kde ¢as t je méfen od dopadu pulzu LO
dale. Nasledné dopada pulz signédlu - elektricka vina Eg. Pole s intenzitami Epo



a g spolu interaguji a vytvari vysledné pole Egj.;. Omezime-li se na harmonické
rovinné viny, coz je aproximace pro 2D spektroskopii dostacujici, mizeme kvadrat
elektrického pole na detektoru vyjadrit vyrazem

Eﬁet(t) = [Es cos(wst + ¢) + Ero cos(wLot)]2 , (1.10)

v némyz figuruji frekvence obou elektrickych poli a nezndmy fazovy posun signalu
¢ (ten je déan nékolika faktory, mezi néz se fadi i zpozdéni pulzu). Vztah lze
snadno upravit do podoby

1 1
Eﬁet(t) :§E§ [14 cos2(wst + ¢)] + §E%O (14 cos2(wrot)] (1.11)

+ EroEs {cos [(wst + ¢) + wrot] + cos [(wst + ) — wrot]} .

Césti ¢lentt obsahujici dvojndsobné frekvence, miizeme pii méfeni zanedbat, pro-
toze predstavuji zmény natolik rychlé, Ze je detektor neni schopen zaznamenat
(napiiklad svétlo v ¢ervené oblasti 680 nm m4 frekvenci priblizné 4,4 - 10'Hz).
Vyraz se tak redukuje na tvar

1 1
Eﬁet(t) =5 g + §E%o + EsEro cos(waert + @) , (1.12)

kde vystupuje frekvence wye; definovana jako rozdil frekvence LO a signalu. Za
predpokladu, ze pulz LO ma znamou frekvenci a amplitudu miazeme dle (1.12)
dopocitat amplitudu a frekvenci signélu.[§]

1.5 Globalni analyza

Metoda globalni analyzy je zplisob analyzovani, ¢asto uzivany napiiklad ve
spektroskopii, zalozeny na predpokladu, ze zkoumany systém lze chapat jako
smeés, kdy jednotlivé jeji slozky vykazuji homogenni chovani, v nasem pripadé z
hlediska spektroskopie. Celkové chovani systému, tedy jeho spektrum, pak lze uva-
zovat jako soucet spekter jednotlivych jeho slozek. Globalni analyza tak rozklada
puvodni spektrum systému do sumy subspekter. Kazdé subspektrum je vynaso-
beno vhodnym kinetickym modelem, jez zastava funkci vahového faktoru a tedy
nese informaci o koncentraci slozky, jiz patii dané subspektrum, v systému.[9]

Klicem k tispésné interpretaci dat pomoci globalni analyzy je zvoleni vhodnych
modell pro vypocet kinetiky jednotlivych slozek. V souladu s teorii se voli ex-
ponencidlni a oscilujici exponencialni pokles (nutno podotknout, ze tato volba je
jistou idealizaci). Spektra jsou konstruovana pomoci dvou modeliu a sice DAS
(decay-associated spectra), v pripadé neoscilujicich slozek, a CAS (coherence-
associated spectra) pro oscilujici slozky. Samotnd korelaéni spektra systému
Sop(wr, T, wy), kterd zachycuji jeho chovani, pak lze rozlozit jako

Sop(wr, T wy) = ZDASm(wT,wt)ef% + ZCASn(wT,wt)e*%fiT”" . (1.13)

kde 7,, a 7, pfedstavuji doby Zivota pifslusného stavu® a w, je hlova frekvence
daného signalu, vykazuje-li oscilace.[9, 10]

17Zde pozor na znaceni. Pravé zavedend 7, a 7, jsou dobami Zivota stavi, tedy nemaji nic
spoleéného s 7; uzivanymi ve vztahu 1.6 pro oznaceni ¢asovych rozestupt.



P1i uziti globalni analyzy s modely DAS a CAS je potfeba mit na paméti, ze
tato metoda vykazuje i nékolik problémii. Jednim z nich je nemoznost primého
porovnani intenzity experimentalnich dat a ziskanych DAS a CAS spekter, pro-
toze v ramci vypoctu dochazi ke zkresleni intenzit. Problémem je také koneéna
délka excitacniho pulzu, ktery pochopitelné neni d-pulzem a signal z néj pochaze-
jici také zasahuje do méreného spektra. Vyse uvedeny model je platny pouze pro
oblast bez signalu ze samotného excita¢niho pulzu, tedy az pro populacni casy
priblizné 2 az 3x vétsi nez je FWHM (z anglického full width at half mazimum,
neboli sitka v pilce maxima) excita¢niho pulzu, kde je signal pulzu dostateéné
maly. Déle nelze s jistotou predpokladat, ze kazdé ziskané DAS ¢i CAS spektrum
je opravdu spektrem jedné jediné slozky systému, protoze se miize jednat i o line-
arni kombinaci spekter vice slozek, coz je potfeba zohlednit pti rozboru vysledkt
globalni analyzy. Dale je také nutné uvazovat, ze v systému mohou byt slozky s
velmi blizkou dobou zivota, které globalni analyza neni schopna od sebe odlisit.

Jak bylo zminéno vyse, globalni analyza nemusi byt schopna odhalit vsechny
slozky v systému. I tak lze ovSsem o téchto ,skrytych® slozkach ziskat informace.
Fourierovou trasformaci rezidui, jez zbyla v datech po odecteni nafitovanych sig-
nala, lze ziskat tzv. oscilacni mapy [11], neboli 2D spektra slozek zbylych v da-
tech. Samoziejmé nedokazeme ziskat doby zivota téchto slozek, ale i jejich spektra
obsahuji cenné informace.
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2. Vzorky - thermosynechococcus
elongatus

V ramci prace byly studovany fykobilizomy, tedy svétlosbérné systémy vysky-
tujici se predevsim u sinic. Konkrétné se jednalo o fykobilizomy izolované ze sinice
thermosynechococcus elongatus (dale T. elongatus).

Sinice T. elongatus je termofilnim organismem, jez zije v horkych pramenech
(optimélni teplota pro jeji rust je 55°C). Objevena byla v jiznim Japonsku v
pramenech pobliz mésta Beppu. Neni bez zajimavosti, ze ptivodné byla oznacena
jako druh synechococcus elongatus (kmen BP-1) a az po provedeni fylogenetické
analyzy byla zafazena do nového rodu thermosynechococcus. [12]

Jedna se o obligatné fotoautotrofni organismus, jez je v zadjmu vyzkumu jiz
nékolik let, protoze je uzivan jako modelovy organismus pro vyzkum fotosyntézy.
Diky tomu se jedna o pomérné probadany organismus - je znam kompletni genom
a trojdimenzinalni struktura fotosystému I a II, jez byla ziskana rentgenovou
difrakci na vykrystalizovanych fotosystémech. [12]

2.1 Fykobilizomy

Fykobilizomy jsou pigment-proteinové struktury, jez dosahujici velikosti 7 az
15 MDa. Tyto velké struktury slouzi jako svétlosbérné komplexy, jez zachycenou
energii preddvaji do reakéniho centra (PSI ¢ PSII) a lze je nalézt zejména u sinic,
ale také napriklad u ruduch. Diky své velikosti mohou predstavovat az 60% vsech
proteinii v bunce, pricemz na zachytavani energie slunecniho zareni se podileji z
30 az 50%. [13] Kromé svétlosbérné funkce hraji fykobilizomy také dilezitou roli
v obdobi, kdy se bunka nachazi v nepriznivych podminkach, protoze slouzi jako
nouzovy zdroj uhliku, dusiku a siry. [14]

Zajimavou vlastnosti fykobilizomi je jejich rtznorodost ve strukture a také
ve velikosti. Obecné se fykobilizom sklad4 z jddra a tycit. Zakladem jadra jsou
valecky tvorené diskovitymi trimery allofykocyaninu, pricemz jadro miize byt tvo-
feno 2 az 3 valecky obsahujicimi 4 trimerové disky, pripadné mize mit jesté 2 dalsi
valecky, kazdy tvoreny pouze dvéma trimerovymi disky. Tyce jsou tvoreny opét
disky, které ovsem namisto allofykocyaninu obsahuji fykoerithrin a fykocyanin,
jejichZz pomér je velice variabilni. Jak jadro, tak tyce jsou tedy tvoreny z valecki,
pricemz valecky v tycich jsou orientovany kolmo na valecky v jadru. Na zakladé
poctu valeckn v jadfe a poctu tyci se rozlisuji t¥i rizné typy fykobilizomi. [13]

Struktura fykobilizomii T. elongatus jako celku dosud nebyla publikovdna?, ale
pravdépodobné maji stejné usporadani jako synechococcus, tedy tri-cylindrické

1V anglické literatufe se obvykle uzivd vyraz rods, ktery zatim v &edtiné pravdépodobné
nema ustanoveny ekvivalent. Zde tedy zavadime vyraz tyce, ktery asi nejlépe popisuje originalni
vyznam.

2Je zndma struktura alofykocyaninu - viz [15].
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jadro na néz jsou pripojeny tyce tvorené barvivy fykoeritrinem a fykocyaninem.

[16]

2.2 Priprava vzorku

Intaktni fykoblizomy pro méreni dodal Dr. rer. nat. Heiko Lokstein, Ph.D.
Bunky T. elongatus byly kultivovany pti 56°C a pH 7.8. Kultivace probihala 7
dni az na konecné OD 1,3. Ze sklizenych bunék byl, pomoci extrakce detailné po-
psané v [17], ziskdn supernantant obsahujici fadu proteinovych komplexi véetné
fotosytému II a intaktnich fykobilizomt. Z tohoto supernatantu byly fykobilizomy
izolovany centrifugaci na pristroji Centricon 100 k. Fykobilizomy byly uchovavany
(i méfeny) v pufru s pH 7,8 (slozeni: 100 mM Tricine, 300 mM MgCl,).

Vzorky pro méfeni byly pripravovany ze zasobniho roztoku jeho nafedénim
vyse zminénym pufrem na OD priblizné 0,3 v 0,5 mm. V pripadé nizkoteplotnich
experimentu (77 K) byly nejprve pripraveny koncentrované zasobni vzorky (3x
koncentrovanéjsi nez vzorky pro pokojovou teplotu), jez byly uchovavany v lednici.
Pred mérenim bylo vzdy 33 ul tohoto roztoku naredéno 66 ul glycerolu (Sigma-
Aldrich, ¢istota > 99,5%).
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3. Experimentalni aparatura,
postup meéreni a zpracovani dat

3.1 2DES aparatura

Experimentéalni 2DES aparatura vyuzivana v ramci prace byla postavena v plné
nekolinedrnim usporadanim s vyuzitim difrakéni optiky pro docileni inherentni fa-
zové stabilizace. Schéma aparatury je na obrazku ¢. 3.1. Svételné pulzy generované
laserem PHAROS-6W (Light Conversion) byly vedeny do nekolinearniho optic-
kého parametrického zesilovace (zkracené nopa z anglického noncollinear optical
parametric amplifier), kde dochézelo ke generaci Sirokospektralniho a ¢asové tz-
kého pulzu. V ramci prace byly vyuzivany dvé rtizné nopy pro rizné spektralni ob-
lasti - pro méfeni v oblastech 620 a 630 nm byla vyuzivana nopa ORPHEUS-N-3H
a pro méreni v oblasti 670 nm nopa ORPHEUS-N-2H, obé od vyrobce Light Con-
version. Za nopou prochazel svazek OD filtrem umoznujicim regulovat jeho inten-
zitu a vstupoval do hranolového kompresoru s jehoz pomoci byla kompenzovana
disperze optickych elementi nachazejicich se v dalsi draze svazku. Nasledné byl
svazek na deéli¢i svazku rozdélen na dvé vétve - prvni slouzici jako treti excitacni
pulz a pulz lokdlniho oscildtoru (3 & LO) a druhou, ze které se poté stava prvni
a druhy excitacni pulz (1 & 2). Oba svazky prochazely pres reflektory, pricemz
reflektor umistén v dréaze 3 & LO byl vybaven elektrickym posunem a slouzil
jako zpozdovaci linka. Dale oba svazky dopadaly na sférické zrcadlo, které je fo-
kusovalo na difrakéni mrizku na prichod. Za mtizkou byla sbirdna prvni maxima,
¢imz bylo docileno rozstépeni svazku 1&2 na samostatné svazky 1 a 2 a stejné
tak byl rozdélen svazek 3 & LO. Vsechny 4 vzniklé svazky nasledné dopadaly na
druhé sférické zrcadlo, pricemz svazky 1, 2 a & jesté pred dopadem na zrcadlo
prochazely skrze optické prerusovace (jeden prerusoval svazek 2, druhy svazky 1
a ). Na zrcadlo byly svazky navedeny tak, aby dopadaly do vrcholi pomyslného
¢tverce a po odrazu se protinaly vSechny ¢tyri v jednom bodé prostoru, kde byl
umistén vzorek, tedy v BOXCARS geometrii. Pulz LO, slouzici k heterodynni
detekci, jesté pred dopadem na vzorek prochazel silnym OD filtrem, aby bylo
zajisténo, ze nevyvold vyrazné zmény ve vzorku a neovlivni tak méreni. Za vzor-
kem byla umisténa clona (v podobé irisové clony), kterou prochazely déle pouze
svazky LO a signdlu, vSechny excitacni svazky zde byly zachyceny. Svazky LO
a signdlu byly po pruchodu clonou navedeny do mfizkového spektrometru (Iso
Plane 160 vyrobce Princeton Instruments) a rozmetené spektrum bylo sniméno
CCD kamerou (ProEm+ 16002 eXelon3, taktéz od Princeton Instruments).

Populaé¢ni ¢as (¢asovy rozestup druhého a tretiho excita¢niho pulzu) byl nasta-
vovan pomoci zpozdovaci linky (M-406.6DG delay line od vyrobce Physik Instru-
mente) umoznujici velké posuny a tedy poskytujici velky rozsah ¢asi (od jednotek
fs do zhruba 1,5 ns). Koherené¢ni ¢as (rozestup mezi prvnimi dvéma excitacnimi
pulzy) byl nastavovan pomoci dvou dvojic kiemennych klint, jez byly v draze
svazkll 1 a 2 umistény mezi druhym sférickym zrcadlem a vzorkem. Vzdy jeden
z dvojice klini byl upevnén na elektrickém posunu (M-112.1DG delay line od
vyrobce Physik Instrumente). Toto uspofadani umoznovalo nastaveni koherenc-
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Obréazek 3.1: Schéma experimentalni aparatury. V horni ¢asti se nachazi prehle-

dové schéma ¢asti aparatury, kde jsou generovany pulzy. Dolni ¢ast (v modrém
ohraniceni) zachycuje detailni pohled na oblast se vzorkem.

zpozd'ovaci kliny

nich casii s vice nez femtosekundovou presnosti a v pripadé potfeby az v rozsahu
700 fs. Diky tomu, ze kazdy ze svazkii prochazel vzdy dvojici protistojnych klint
nedochazelo ke zméné sméru jeho vlnového vektoru - drobné vlivy zptsobené
nedokonalosti tvaru kfemennych klinii byly kompenzovany kalibra¢nim métrenim.

Energie laserového svazku dopadajici na vzorek byla ladéna pomoci OD filtru
umisténého pred optickym kompresorem a to tak, aby v pripadé dat za pokojové
teploty vzdy odpovidala hodnoté 5 nJ v pulzu (tedy v pripadé uzité aparatury
vykonu 1,24 pW). Pfi méfeni za nizké teploty nebylo mozné nastavit vykon laseru
presné, protoze nebylo mozné mérit vykon svazki uvnitt kryostatu. Na zakladé
méreni propustnosti kryostatu pro laserovy svazek byla odhadnuta hodnota vy-
konu tak, aby odpovidal energii 5 nJ v pulzu, stejné jako u dat za pokojové
teploty, avSsak toto nastaveni nebylo presné.

Spektrum laserového pulzu bylo méreno pomoci CCD kamery prostiednictvim
meéreni pulzu LO, ktery prochéazel prazdnym vzorkovym prostorem. Pro urc¢ovani
sitky pulzu byla vyuzivana metoda autokorelace, ptricemz méteni probihalo za
pomoci pulzii 1 a 3. Namétrené hodnoty byly fitovany a z fitu byla ziskdana hodnota
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FWHM, tedy sitka pulzu v poloviné jeho vysky. Déle udavané hodnoty FWHM
jsou hodnoty ziskané primo z autokorelace, nejedna se o prepocet na skutecnou
sitku pulzu.

3.2 Dalsi pristroje a kyvety

Vsechna provedena méreni probihala v SUPRASIL kyveté s optickou drahou
0,5 mm, jez se sklddala ze dvou sklicek, kdy jedno bylo ploché a druhé bylo
opatieno vyrezem. Ukazalo se, ze pri dlouhych 2DES méreni ¢ast vzorku pomalu
vytékala z kyvety! a proto byla kaZd4 kyveta se vzorkem, pro méfeni pii pokojové
teploté, vzdy po obvodu utésnéna nékolika vrstvami parafilmu. Méteni za nizkych
teplot (77 K) probihalo v kryostatu Optistat DN2 (vyrobce Oxford Instruments).

Absorpéni spektra fykobilizomu za pokojové teploty (vzorki s glycerolem i bez
néj) byla méfena pomoci spektrometru Specord 250 od vyrobce Analytik Jena.
Nizkoteplotni absorpéni spektra byla ziskana za pomoci 2DES aparatury - vzdy
byla zmétena intenzita LO na CCD kamere pii prichodu prazdnym kryostatem a

kryostatem se vzorkem a z této dvojice pak bylo vypocteno absorpéni spektrum?.

3.3 Postup zpracovani dat

Surova data ziskana z 2DES maji podobu fady spekter, jez maji na jedné ose
koherenc¢ni ¢as 7 a na druhé frekvenci wy, tedy prakticky jde o 1D spektra v kaz-
dém koheren¢nim case. Pro ziskani finalnich korelac¢nich spekter je tak nutné data
nejprve v nekolika krocich zpracovat. Nejdrive byla provedena Fourierova trans-
formace podél wy, ¢imz byla ziskdana casova osa t predstavujici relativni zpozdéni
dvou pulzi. Z takto transformovanych dat byla zjisténa oblast obsahujici signél
(tzv. heterodynni okno) na zdkladné vztahu (1.12) pro heterodynni detekci, kdy
zminény vztah je uveden pro konkrétni 7 a 7. Nésledné byla data Fourierovou
transformaci prevedena do frekvencni domény v obou osach, pricemz pii prvni
transformaci byl od dat oddélen signal lokalniho oscilatoru oknovou funkei zvole-
nou na zakladné zjisténého heterodynni okna. Ziskana 2D spektra byla nasledné
oriznuta dle sitky spektra excitacniho laseru, aby byly odstranény signaly, jez
maji puvod v rozptylu excitacnich pulzi.

Ziskany soubor korela¢nich spekter v rtiznych populacnich ¢asech byl podro-
ben globalni analyze - viz vztah (1.13). Vzhledem k tomu, ze pro populacni Casy
kolem nuly obsahuji data ziskand mérenim nejen signal vzorku ve smyslu reakce
na excitaci, ale také koherentni artefakt (signal z rozpoustédla a kyvety, ve které
je vzorek uzavien - pro bliz$i popis této problematiky viz [10]), byla vzdy ana-
lyzovana data az od priblizné 40 fs déle. Vystupem globalni analyzy byl seznam

1Je zajimavé, Ze k vytékani vzorku dochdzelo aZ po nékolika hodindch méfeni a za dalsich
nékolik hodin samovolné ustalo. Tento ¢astecné vyschly vzorek pak naopak zpiisobil velmi pevné
spojeni obou sklicek kyvety (pravdépodobné zde vznikl podtlak) a pro jejich oddéleni bylo nutné
nechat kyvetu odmocit v roztoku Hellmanex.

2Tato metoda bohuzel neni dokonald a miize mirné zkreslovat ziskand spektra, protoze refe-
rencni méteni je pouze prazdny kryostat, tzn. bez kyvety.
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jednotlivych komponent s jejich dobami zivota, spektry DAS ¢i CAS a v pripadné
oscilujicich komponent i frekvence oscilaci. Tyto tidaje pak slouzily jako podklad
pro analyzu mozné podoby energetického schématu studovaného systému.
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4. Vysledky

Kapitola je rozclenéna do tii ¢asti. V prvni ¢asti jsou detailné popsana data
ziskand pri pokojové teploté a ve druhé pri teploté kapalného dusiku. Obé ¢asti
jsou dale déleny do sekci dle centralni vinové délky spektra laseru s nimz bylo
meéreno. Treti ¢ast obsahuje prehled dilezitych vlastnosti napii¢ vSemi datovymi
sadami.

Méfeni 2DES by nemélo zptisobovat trvalé zmény vzorku a proto byla méfena
absorpéni spektra (blize o technice méreni absorpénich spekter viz sekce 3.2)
pred a po 2DES experimentech. Ukézku ziskanych spekter zachycuje obrazek 4.1.
Spektrum c¢istého vzorku fykobilizomu vykazuje zmény do cca 2%. V pripadé
vzorku s glycerolem meérenym za pokojové teploty a za nizké teploty se zména
absorbance pohybuje okolo 10%.

Spektra za pokojové teploty

0,10
- 0,05
<
4
- 0,00
’ T T T T T T T —0,05
350 400 450 500 550 600 650 700 750
A [nm)]
Pied (puf) Po (puf) Rozdil (puf)
Pred (gly) Po (gly) Rozdil (gly)
Nizkoteplotni (77K) spektra
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< 4
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Pred (T7K) —— Rozdil (77K) Po (77K)

Obréazek 4.1: Normovana absorp¢ni spektra zkoumanych vzorkt. Data oznacena
puf jsou fykobilizomy v pufru, gly znaci fykobilizomy fedéné glycerolem a 77K
fykobilizomy fedéné glycerolem, které byly méreny za teploty kapalného dusiku
v kryostatu. Na levych osach je vynesena absorbance, na pravé rozdil absorbance
vzorku po a pred méreni.
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V ramci experimentii byla zkoumana spektralni oblast v rozsahu zhruba 580
az 700nm, kdy tato oblast byla vybrana s ohledem na podobu absorpcéniho spek-
tra fykobilizom. Vzhledem k technickym moznostem nastaveni spektralni sitky
laserovych pulzi byla nutné pristoupit k promérovani celého spektralni rozsahu
postupné. Pii pokojové teploté byla provedena méreni pri tfech riznych nasta-
venich spektra laserového pulzu - na 620, 630 a 670 nm (vlnova délka oznacuje
priblizné stied spektra). V pripadé nizkoteplotnich dat bylo méfeno za dvou ruz-
nych nastaveni a sice 630 a 675 nm. Porovnani absorp¢niho spektra fykobilizomu
a spekter lokdlnich oscilatori, tedy uzivanych laserovych pulzi, je zachyceno na
obrazku 4.2. Jednotlivé cary predstavuji spektra LO jednotlivych experimentii
(byla vyuzivdna automatizace experimentu a v ramci jednoho experimentu byly
typicky méreny dvé datové sady ihned po sobé). Pro ruzné spektralni oblasti
mel laserovy svazek nejen odlisné spektrum, ale také c¢asovy prubéh - parametr
FWHM (sitka v ptlce maxima) se pohyboval od 29 fs (nizkoteplotni data na
670 nm a data za pokojové teploty v oblasti 670 nm), pres 33 fs (data kolem
620 nm) a 36 fs (nizkoteplotni data na 630 nm) po 38 fs pro data ve spektrdlnim
rozsahu v okoli 630 nm. Dtivodem znac¢ného rozdilu v. FWHM mezi datovymi
sadami bylo predevsim vyuzivani jiné NOPy pro oblast 670 a 620-630 nm.

A/ nm
580 600 620 640 660 680 700
1’ O | 1 1 1 1 1
8
= -0, 2
E 0,5 1 =
g7 o
a
H !
0,0 T ’ T T — T -—_T__—070
17,0 16,5 16,0 15,5 15,0 14,5
w /10 cm™!
—— LO10 — LO19 LO13 —— LO33 (kryo)
LO12 LO20 — LO16 — LO36 (kryo)
LO21 === Absorbance

Obréazek 4.2: Piehled spekter lokdlnich oscildtorti®pro jednotlivé experimenty (vy-
neseny na levou svislou osu) a absorp¢niho spektra fykobilizomt (prava svisla
osa). Datové sady jsou barevné odliseny, aby bylo lépe ¢itelné, jaké byly mérené
pro stejné spektralni nastaveni laseru. Vsechny intenzitni spektra jsou normovana
na hodnotu jedna.

Rozsah koherencnich ¢asti pro méreni za pokojové teploty ¢inil priblizné -100 az
100 fs, v pripadé nizkoteplotnich dat pak od -100 az do 200 fs. Krok koheren¢niho

2Cisla za lokalnimi oscildtory jsou pouze internim znacenim datasetl v ramci méfeni, do
kterého jsou zahrnuty i razna kalibrac¢ni a zkusSebni meéreni, proto maji nékteré datasety tak
vysoka ¢isla i presto, ze experimentu bylo provedeno zna¢né méné.
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casu byl volen na zakladé vhodného podvzorkovani, aby bylo dosazeno co nejkratsi
mozné doby experimentu (detaily o podvzorkovani viz [18]) a pohyboval se mezi
5,2 a 6,9 fs. Populacni casy byly méreny pro oba typy dat vzdy od -80 fs do
200 ps, pricemz v kratkych casech byla data zaznamenavana s kratkym krokem,
aby bylo mozné dobte zachytit signaly s kratsimi dobami zivota, a pro delsi casy
byl krok prodluzovan. K nastaveni riizné délky kroku popula¢niho ¢asu bylo nutno
pristoupit z Cisté praktickych davodu a sice kvuli délce méreni (jedna sada dat
za pokojové teploty byla mérena cca 6 hodin, zatimco za nizké teploty priblizné
12 hodin).

V rémci prace byla proviadéna jak 2DES méteni, tak méteni pump-probe (v
prekladu metoda excitace a sondovani), jez mélo slouzit pro presné nafazovani
signalu. Bohuzel se ukazalo, ze tato technika neni v nasi laboratori po technické
strance jesté zcela dotazena a data po nafazovani vykazuji nekonzistenci v ramci
riznych datovych sad. I presto, ze rozdil spekter laseru byl mezi jednotlivymi
datovymi sadami byl velmi maly a shoda projekce 2DES spekter s pump-probe
meérenimi byla srovnatelnd pro rizné datové sady, vysledné fazovani se pomérné
silné lisilo. Z tohoto divodu jsou nize prezentovana pouze amplitudova spektra,
protoze odlisnost fazovani signalu mezi jednotlivymi datovymi sadami znamend
rizné rozdéleni intenzity signalu mezi redlnou a imaginarni ¢ast. Dale si lze na
grafech nize povsimnout nedokonalé separace refazovaci a nerefazovaci slozky sig-
nalu. Tento defekt je zpusoben konecnou délkou pulzu (a také kratkou dobou
zivota koherenci, blize viz kapitola 5) a tedy praktickou nemoznosti obé slozky
dokonale oddélit.

Popis dale uzivanych grafa

Veskeré nize uvedené 2D grafy zachycuji pro lepsi ¢itelnost interpolovana data.
K interpolaci byla vyuzita bilinearni metoda, origindlni data maji rozliSeni cca
od 100 do 270 cm™! /px (pz znadi pixel) v pripadé osy w, a od ptiblizné 40 az
65 cm ™! /px v ose w;. VSechny grafy uvniti jednoho obrdzku maji spolecnou re-
lativni intenzitni $kdlu (je uvedena v procentech a data v kazdém grafu jsou
naskélovana na celou tuto skélu), jez je vzdy zakreslena dole. U kazdého grafu je
pak vynesena hodnota maximalni intenzity, aby bylo mozné grafy porovnat mezi
sebou. V datech jsou také zaneseny kontury, jez jsou vyznacené i v intenzitnich
skalach, aby bylo mozné odecist na jaké intenzité se nachazeji. Grafy jsou vzdy
usporadany do dvou sloupcii, kdy, neni-li feceno jinak, tak v levém jsou refazo-
vaci a v pravém nerefazovaci spektra. Kazdy graf obsahuje popisek s dobou zivota
a pripadné i frekvenci zobrazeného signalu. Dale jsou v datech zanesena zelené
spektra lokalniho oscilatoru, ktera slouzi pro rychlou orientaci v jaké spektralni
oblasti byla data ziskdna® a jsou proto vyhlazena. V kazdém grafu je také Ger-
nou c¢erchovanou ¢arou vynesena diagondla, pripadné ¢ernou prerusovanou ¢arou
diagondly posunuté o 200, -200 a -500 cm ™.

3Ve skutecnosti je situace o néco slozitéjsi - v mistech spektra, kde je intenzita LO slab4
jsou nutné slabé i ziskavané signdly. Nékteré stavy tak mohou mit silné potlaceny signal. Proto
je nutné znat pribliznou podobu spektra LO, aby bylo mozné odhadnout, jak moc jsou data na
prohlizeném useku spektra duvéryhodna.
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4.1 Data za pokojové teploty

4.1.1 Spektralni oblast 620 nm

Ve spektralni oblasti se stfedem na 620 nm byly naméreny celkem 4 datové
sady ve dvou experimentech - viz krivky LO10 a LO12 na obrazku 4.2. Glo-
balni analyzou byla ve vSech datovych sadach odhalena ptitomnost 4 shodnych
neoscilujicich komponent a 3 navzajem podobnych oscilujicich komponent. Pro
tyto komponenty byla vypoctena primérna doba zivota a v pripadé oscilujicich i
prumérnd frekvence oscilace. Hodnoty spolecné s jejich nejistotami (vypoctenymi
jako smérodatné odchylky) byly zaneseny do tabulky 4.1. Z ni je jasné patrné, ze
relativni hodnota nejistoty urceni doby zZivota neoscilujicich komponent znacné
s vetsi nepresnosti, pricemz je velmi dtlezité prihlédnout k faktu, ze méreni pro-
bihalo do 200 ps a nejdelsi uréend doba zivota tuto hodnotu znacéné prekracuje.
Neni tak jisté, zda chyba urceni nejdelsi komponenty neni ve skutecnosti jesté

Vees

Tabulka 4.1: Prehled dob Zivota 7 a frekvenci oscilaci w komponent, které se
vyskytovaly ve vSech datovych sadach pro méreni ve spektralni oblasti kolem 620
nm.

neoscilujici komponenty oscilujici komponenty

7 [ps] | o, [ps| 7 [fs] | o7 [fs] | w [em™!] | o [cm™!]
0,47 0,40 100 48 219 18
7,5 1,2 156 55 -247 26
36,6 7,8 350 171 -514 43
610 138

Neoscilujici komponenty se nachazely tésné pod diagonalou v okoli frekvence
16050 cm ™! na excita¢ni a 15950 cm ™! na detekén{ ose. Ziskand DAS byla prak-
ticky shodnd pro vsechny meérené datové sady. Ukazkova amplitudova spektra
jsou vyobrazena na obrazku 4.3. Z grafu je dobfe patrné, ze vsechny stopy jsou
znacné rozsitené, coz stézuje identifikaci centra peaku, jez je tvori (je také mozné,
ze jsou tvoreny celou fadou mensich, ostieji vymezenych peaki, které vsak nejsme
schopni rozeznat a vidime pouze jejich kombinaci). Déle je vidét, ze jsou stopy
vyrazné protazené ve smyslu rostouci frekvence w;. Z porovnani intenzit refazo-
vaci a nerefdzovaci slozky vyplyva vyssi intenzita refiazovaci slozky (ptiblizné 1,3
nasobek nerefazovaci).

vvvvvv

sady vykazuji komponenty zanesené v tabulce 4.1, kromé toho vSak jedna dvo-
jice méfeni obsahuje komponenty s oscilaci na 600 ecm~! a -600 cm™t. V druhé
dvojici méfeni jsou tyto komponenty s nejvétsi pravdépodobnosti také a lze je
prostfednictvim globdlni analyzy izolovat, avsak vzhledem k velmi kratké dobé
zivota, kterou jim analyza prisoudila nejsou jejich CAS duvéryhodnd. Zaroven je
z prehledové tabulky 4.1 jasné patrné, ze frekvence oscilaci komponent je mozné
ur¢it pomérné presné (relativni chyby cca 10%), zatimco doby zivota vykazuji
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refazovaci A. /nm A, / nm nerefazovaci
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Obrazek 4.3: Ukazka amplitudovych DAS neoscilujicich slozek dat zmérenych
na spektralnim rozsahu kolem 620 nm za pokojové teploty. VSechny signdly se
nachdzeji zhruba na 16050 cm™! na excita¢ni a 15950 cm ™! na detekéni ose (je
zde zobrazen tmaveé modry kiiz pro lepsi orientaci). Detailni popis vsech aspekti
grafti viz sekce Popis déle uzivanych grafti.

chyby v fadu desitek procent. Tento trend, tedy ze nelze dobte urcit doby zi-
vota oscilujicich komponent, ale pouze frekvenci jejich oscilace je patrny na vsech
datech métenych za pokojové teploty.

Na obrazku 4.4 jsou vyneseny CAS pro 3 zakladni komponenty, které se obje-
vuji ve vSech datovych sadach. Jedna se o CAS ziskand z prvni dvojice mérent,
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druha dvojice méfeni vykazovala CAS posunuté vidy o cca 200 cm™! do vys-
sich excita¢nich frekvenci, avsSak jinak si tvary peakt odpovidaji - toto podivné
chovani nebylo bohuzel uspokojivé vysvétleno (je vSak nutné zde brat v tvahu,
ze tento posun se pohybuje jen tésné nad hranici rozliseni). Komponenty oscilu-
jici na zhruba 4220 cm™! lezi nad, respektive pod tirovni neoscilujicich signali
vzdy s odstupem na detekcéni ose dosti podobnym oscila¢ni frekvenci. V pripadé
oscilujici komponenty na cca -500 cm™! je situace podobnd, ovSem oproti pied-
chozim komponentam je zde ,,prohozena“ role refazovaci a nerefazovaci slozky v
tom smyslu, ze refazovaci slozka je oproti nerefazovaci posunuta vice do vyssich
frekvenci w,, coz je v kontextu ostatnich dat neobvyklé. Je ovsem také nutné
poznamenat, ze posledné jmenovany efekt se pohybuje na hranici rozliseni a neni
jisté, zda je skutecny, nebo jde pouze o vliv Sumu.
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660 640 620 600 660 640 620

1 1 1 1 1 1
3 5
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Obrazek 4.4: Ukazka amplitudovych CAS oscilujicich komponent ve spektralni
oblasti kolem 620 nm za pokojové teploty. Svislé ¢ary jsou pomocné - modra je
umisténa stejné jako v pifpadé predchoziho grafu na 16050 cm™! a riiZova na
16160 cm™~!. Detailni popis vSech aspekttt grafii viz sekce Popis dale uzivanych
graft.
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4.1.2 Spektralni oblast 630 nm

K experimentim s laserovym spektrem se stfedem v 630 nm bylo prikro¢eno
az po zméreni dat na 620 a 670 nm, protoze se ukazalo, ze ziskand DAS a CAS
spektra se dostatecné neprekryvaji a chybéla by tak informace o spojitosti dat z
obou spektralnich oblasti. Byly provedeny celkem tii experimenty, kazdy o dvou
datovych sadach, celkem tedy bylo ziskano 6 datovych sad. Ve vSech sadéach se
v zasadé vyskytuji 4 neoscilujicici komponenty, pricemz v jedné dvojici dato-
vych sad je komponenta s nejdelsi dobou zZivota oc¢ividné rozdélena do dvou a
vystupuje zde tak 5 neoscilujicich komponent. Oscilujici komponenty se ve vSech
datovych sadach vyskytuji 3 (s vyjimkou jednoho datasetu, kde neni presné os-
cilace -500 cm ™!, ale ji velmi podobn4 komponenta). Doby Zivota a frekvence
téchto spoleénych komponent jsou shrnuty v tabulce 4.2.

Tabulka 4.2: Prehled dob primérnych dob zivota a frekvenci spolecné s jejich
smérodatnymi odchylkami pro komponenty, jez se vyskytovaly prakticky ve vsech
datasetech mérenych na spektralni rozsahu s centrem na 630 nm.

neoscilujici komponenty oscilujici komponenty

T [ps] ‘ o [ps] T [fs] ‘ o [fs] ‘ w [em™!] ‘ o,
0,075 0,019 193 106 229 20
0,587 0,063 172 54 -216 22
17,5 4,6 186 93 -510,1 | 4,6
510 60

Data ve spektralnim rozsahu okolo 630 nm vykazuji pomérné zajimavou podobu
neoscilujicich komponent - viz obrazek 4.5. VSechny signaly jsou velice vyrazné
protazené v diagonalnim sméru a lezi na diagondle, ¢i tésné pod ni. Pro kratky
populaéni ¢as lze vidét stied peaku na excitacni ose zhruba na 15570 cm™! a na
detekéni na piiblizné 15500 cm™!. S prodluzujici se dobou Zivota lze u kompo-
nent sledovat protahovani v diagonalnim sméru, jez naznacuje, ze tyto kompo-
nenty zachycuji ne jeden, ale miniméalné dva stavy rozmisténé po diagondle. V
nerefazovacich spekter je dokonce jasné vidét oddéleni spodniho stavu od hor-
niho a pozorujeme tak dva stav jeden stav v detekéni ose na 15350 cm ™! a druhy
pfiblizné na 15750 cm™*.

Oscilujici komponenty spolec¢né pro vétsinu datovych sad na 630 nm jsou zachy-
ceny na obrazku 4.6. Komponenta oscilujici na cca -500 cm ™ je umisténa vyrazné
pod diagondlou a je pomérné posunuta ve smyslu excitacni osy do vyssich frek-
venci. Je vSak tfeba brat na zfetel, Ze stopa je jiz na kraji méreného spektra a
muze byt tedy utlumena a tento efekt miize pomérné vyznamné ovlivnit i jeji
tvar.

Peaky oscilaci na kladné i zaporné frekvenci kolem 200 cm™! leZ{ na excitacni
ose zhruba na 15750 cm™!, coZ odpovidd poloze nékterych neoscilujicich signalt
a viiéi nim jsou také posunuty o cca 220 cm ™! na detekéni ose ve sméru shodném
se znaménkem oscilace komponenty (podobné jako u dat ze spekter ze spektralni
oblasti 620 nm). Obé tyto oscilujici komponenty jsou zaroven znacné protédhlé ve
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Obrézek 4.5: Ukazka amplitudovych DAS neoscilujicich komponent ve spektralni
oblasti kolem 630 nm za pokojové teploty. V grafech jsou pomocné svislé c¢ary
na 15350, 15570 a 15750 cm™! a vodorovna na 15500 cm ™. Pro dvé dlouhoZijic
komponenty je v grafech nerefazovaci c¢asti dobte vidét, Ze je spektrum tvoreno
dvéma peaky. Detailni popis vSech aspekti grafti viz sekce Popis dale uzivanych
graft.

smyslu diagonaly a d4 se tusit, ze nejsou tvofeny jen jednim stavem. Ze se jednd
o vice stavii potvrzuje nerefdzovaci spektrum slozky oscilujici na cca 220 em™!.
U zhruba poloviny datovych sad odhalila globalni analyza dvojici oscilujicich
komponent, jejichZ frekvence oscilaci je pravé zhruba 220 cm™!, navzdjem se
lisi ve frekvenci pouze drobné a jejich CAS spektra maji podobny tvar co do

celkové sirky, avSak hlavni peak je posunut (piiklad takovéto dvojice viz obrazek
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Obrazek 4.6: Ukazka amplitudovych CAS oscilujicich komponent, které se vysky-
tuji ve vétsiné datasett mérenych ve spektralni oblasti kolem 630 nm za pokojové
teploty. Pomocné cary v grafech jsou shodné s témi na grafu neoscilujicich kom-
ponent (viz obrézek 4.5), aby bylo mozné porovnani. Detailni popis vSech aspekti
grafii viz sekce Popis déle uzivanych grafi.

4.7). Odtud lze usuzovat, ze data obsahujici dvé oscilujici slozky s velmi blizkou
frekvenci oscilace, které jsou v nékterych datovych sadach oddélitelné a v jinych
se projevuji znacnym rozsitenim jediné nalezené komponenty s oscilaci zhruba na
220 cm~!. Obdobn4 situace pak panuje i v piipadé komponent s oscilaci kolem
-220 em~!.

4.1.3 Spektralni oblast 670 nm

Meérteni ve spektralni oblasti okolo 670 nm vyzadovala vyuziti jiné nopy nez-li
v pripadé méreni na 620 a 630 nm, coz je divod, pro¢ jsou spektra laseru, kiivky
LO13 a LO16 na obrazku 4.2, vyrazné odlisna od zbylych spekter LO pro data za
pokojové teploty. Byly provedeny opét dva experimenty, avsak kvili technickym
komplikacim byla jedna datovd sada znehodnocena a celkem tak byly ziskany
tri datové sady. Pocet neoscilujicich komponent se mezi datovymi sadami rtzni
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Obrazek 4.7: Priklad CAS dvojice komponent oscilujicich s velmi blizkymi frek-
vencemi v oblasti kolem 220 cm~!. Obé& komponenty byly globélni analyzou zis-
kény z jedné datové sady (méfené na spektralnim rozsahu okolo 630 nm za po-
kojové teploty). Co do tvaru stopy jsou si obé komponenty velmi podobné, lisi se
pouze v poloze hlavniho peaku. Pomocné ¢ary v grafu jsou shodné jako na 4.6.
Detailni popis vsech aspekti graft viz sekce Popis déale uzivanych grafi.

od 4 do 6, v tabulce 4.3 jsou zaneseny doby zZivota ¢tyt, které se vyskytovaly ve
vSech datovych sadach (zbylé komponenty mély doby Zivota v rozmezi stovek fs
az jednotek ps). Oscilujici komponenty se vyskytovaly v kazdé datové sadé presné
3, jejich parametry viz tabulka 4.3.

DAS neoscilujicich komponent pro oblast 670 nm jsou zobrazena na obrazku
4.8. Komponenty s delsimi dobami Zivota maji vyrazné protahly tvar do nizsich
frekvenci na detekéni ose, coz naznacuje pritomnost dalsich peakti v tomto sméru,
avsak nelze to Tici s jistotou. Ze spektra samotného to vypada, ze na diagonéale
ani v jejim okoli nejsou v oblasti nizsich frekvenci zadné signaly, coz odpovida
tomu, ze v tomto misté jiz absorpc¢ni kiivka fykobilizom klesa do velmi nizkych
hodnot (viz srovnani s 4.2). Ovsem tvar stopy dlouhozijicich komponent (vyrazné
protazeni ve vertikdlnim i horizontdlnim sméru) déva jasné tusit, ze se v oblasti
pod 14800 cm™! néjaky stav pieci jen nachézi - je tedy jasné, Ze tento stav
samotny mam malou oscilatorovou silu a proto neni v datech viditelny.

Vsechny datové sady z oblasti kolem 670 nm obsahuji pfesné tii oscilujici kom-
ponenty (viz obrazek 4.9), coz je rozdil oproti ostatnim spektralnim oblastem, kde
ruzné datové sady typicky obsahovaly néjaké specifické oscilace. Za povsSimnuti
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Tabulka 4.3: Ptehled dob primérnych dob zivota a frekvenci spolecné s jejich
smérodatnymi odchylkami pro komponenty vyskytujici se vSech datovych sadach
meérenych na spektralni rozsahu okolo 670 nm.

neoscilujici komponenty oscilujici komponenty

T [ps] ‘ o [ps] T [fs] ‘ o [fs] ‘ w [em™!] ‘ o
0,09 0,16 274 35 202 3
5,8 2,5 254 41 -198 2
50 16 259 37 -509 3

1,68-10° 0,55-10°

také stoji, ze doby zivota oscilujicich slozek vykazuji relativni chyby jen zhruba
15%, takze oproti méfenim v ostatnich spektralnich oblastech, jsou zde doby Zi-
vota urceny dosti presné. Stejna situace je i u urceni frekvence oscilaci, kdy je
relativn{ chyba jen zhruba 2%. Komponenta oscilujici na pfiblizné 200 cm™! je
posunuta ve sméru detekéni osy zhruba o 200 cm™! vySe a signél oscilujici na -
200 cm ™! zase niZe. V piipadé oscilace na -500 cm ™! je posunuti o cca -400 cm ™1,
coz je s prihlédnutim k rozliseni dat hodnota ne-zcela vzdalené od frekvence osci-
lace. Zajimava je také poloha stop v horizontalnim sméru, kdy signal oscilujici na
200 cm ™! je oproti zbylym dvéma vyrazné posunuty do oblasti niZ$ich frekvenci

priblizné o 140 cm ™.
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Obrazek 4.8: DAS vybranych neoscilujicich komponent pro oblast kolem 670 nm,
jez se vyskytuji ve vSech zmérenych datovych sadach za pokojové teploty. Modra
pomocné ¢ara je umisténa na 15200 cm ™! (je zde kvili lep$imu porovnani s os-
cilujicimi komponentami) a rizovy pomocny kifZ je umistén na 15300 cm™! v
excitaéni a 15200 cm™! v detekéni ose. Detailni popis vSech aspektil grafii viz
sekce Popis déle uzivanych graft.
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Obrazek 4.9: CAS oscilujicich komponent zjisténych v datech mérenych za po-
kojové teploty ve spektralni oblasti kolem 670 nm. Pomocné c¢ary jsou shodné
jako na 4.8. Komponenty oscilujici na piiblizné 4200 cm ™! jsou vzdy posunuty v
ose w; do piislusného sméru o pravé piiblizné 200 cm~! oproti neoscilujicimu sig-

nalu. Slozka oscilujici na -500 cm ™! je posunuta po detekéni ose o cca -400 cm

-1

Detailni popis vsech aspekti grafi viz sekce Popis dédle uzivanych grafi.
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4.2 Nizkoteplotni data

Meéfeni za teploty kapalného dusiku (77 K) ptinaseji typicky lepsi rozliseni diky
déle ,zijicim* koherencim v signalu. To zaroven ale také znamena nutnost mérit
vétsi rozsah koherencnich casti, coz se projevi vyznamnym prodlouzenim casu
béhu experimentu. V ramci nizkoteplotnich experimenti bylo proto provedeno
vyrazné méné méreni. Pro kazdou spektralni oblast byla zmérena pouze jedna
datovd sada*. Zaroven bylo pristoupeno k dpravé populacnich ¢asil, protoze z
experimentl za pokojové teploty bylo jiz jasné, ze pro oscilujici signaly je zajimava
predevsim oblast populacnich ¢asii do 1 ps. Proto byl zmensen krok populac¢nich
¢ast pro oblast do 1 ps a zvétsen krok v oblasti nad 700 ps tak, aby byla zachovana
rozumna casova délka experimentu.

4.2.1 Spektralni oblast 630 nm

Data ziskana za nizké teploty ze spektralni oblasti kolem 630 nm se zdala
byt pomérné c¢ista a jejich fitovani za pomoci globalni analyzy odhalilo celkem
5 neoscilujicich a 5 oscilujicich slozek. DAS neoscilujicich slozek jsou zobrazeny
na obrazku 4.10, ze kterého je jasné zretelné, ze se témeér ve vsech spektrech
objevuji dva peaky lezici t&sné pod diagondlou na 15400 a 15390 cm™! a 15720 a
15640 cm™! (prvni je vzdy uvedena soufadnice na excitacni, poté na detekéni ose).
V nerefazovacich spektrech jsou jasné patrna oddéleni téchto dvou peak. Déle
je patrné prodlouzeni stop ve sméru osy w; pod peakem na piiblizné 15700 cm™?,

které dava tusit vyskytu dalsich, méné intenzitnich signald.

Nalezené oscilujici komponenty (viz obrazek 4.11) vykazuji frekvence oscilaci
222, 280, -207, -279 a -511 cm~!. Nachdzeji se tedy mezi nimi komponenty se
stejnou frekvenci jako u dat za pokojové teploty (frekvence cca & 220 cm™! a
-511 em™1), ale také dalsi dvé komponenty, které u dat za pokojové teploty ne-
maji obdobu (nebo alespon ne takovou, kterd by se opakovala napri¢ ruznymi
datasety). Podoba CAS pro komponenty s oscilaci 222 a 280 cm™! jsou zna¢né

odlisné, stejné tak pro dvojici -207 a -279 cm ™.

4V oblasti 630 nm byla ve skutec¢nosti provedena dvé méfeni. Prvni méfeni muselo byt
vyTazeno z divodu poskozeni vzorku. Absorpéni spektrum vzorku po méfeni vykazovalo velkou
odlisnost od spektra pred mérenim. Pricinu poskozeni vzorku se sice nepovedlo odhalit, ale jako
pravdépodobné se zdé natati vzorku v prubéhu méfeni vlivem Spatného nastaveni kryostatu.
Nésledné bylo proto provedeno jesté opakované méreni na novém vzorku.
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Obrazek 4.10: DAS neoscilujicich komponent nalezenych v nizkoteplotnich datech
meérenych na spektralnim rozsahu kolem 630 nm. Modry pomocny kiiZz je na
15400 cm™! na excitaéni a na 15390 cm™! na detekéni ose, riZovy na 15720 a
15640 cm~!. Detailni popis vSech aspekttt grafii viz sekce Popis dale uzivanych
grafii.
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Obrazek 4.11: CAS oscilujicich komponent, které byly odhaleny s pomoci globalni
analyzy v nizkoteplotnich datech mérenych na spektralnim rozsahu kolem 630 nm.
Pomocné kiize jsou stejné jako na obrazku 4.10. Detailni popis vSech aspektii
grafti viz sekce Popis déle uzivanych grafti.
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4.2.2 Spektralni oblast 675 nm

Data ziskana v této spektralni oblasti vykazovala bohuzel pomérné velky sSum,
kvili cemuz byla pti globdlni analyze nakonec vyuzivana jen data pro populac¢ni
casy do 1 ps, protoze oscilujici signaly velmi rychle slably a kviili matematickému
pozadi globalni analyzy nebylo mozné pii uvazovani vyssich ¢ast odhalit rychlé
oscilujici komponenty. Samoziejmé tento pristup s sebou nese zvyseni nepresnosti
urceni doby zivota dlouhozijicich neoscilujich signalii. V datech se podarilo nalézt
pouze dvé neoscilujici komponenty s dobou zivota 210 fs a 9,9 ps (viz obrazek
4.12) a jedinou oscilujici komponentu® s dobou zivota také 9,9 ps a frekvenci
oscilace 487 cm™! (viz obrdzek 4.13). Skutecnd hodnota doby Zivota déle Zijic
komponenty neni znama, protoze ¢islo 9,9 ps je hranici ve fitovacim algoritmu pri
omezeni fitovanych dat a skuteénd hodnota tak mutze byt mnohem vyssi.

Ze spekter neoscilujicich komponent (obrazek 4.12) je dobre patrné, ze signél je
tvoien ze dvou ¢asti leZicich na diagondle - mensi ¢ast se stfedem na 14670 cm™*
a vySe polozend vétsi ¢ast v okoli 15270 cm~!. Obé stopy jsou znaéné protahlé
ve smyslu detekéni osy, coz dava tusit, ze jsou slozené z nékolika komponent.
Nize polozend mensi stopa je protazena do vyssich frekvenci ve smyslu detekéni
osy. VEtsi stopa, jez lezi v okoli 15270 ecm™!, vykazuje v piipadé komponenty
s dobou zivota 209 fs pomérné jasnou strukturu. Hlavni peak je poloZen tésné
pod diagondlou na 15330 cm™! v excitac¢ni ose a lze pod nim tusit dalsi, ve
smyslu detekéni osy, nize polozeny stav. Druhy silny peak je nize na diagondle na
15120 cm~!. Komponenta s dobou Zivota 9,9 ps m4 jednotlivé peaky vice ,slité®
dohromady, avsak i zde je jasné patrné protazeni stopy do nizsich detekcénich
frekvenci, respektive jeji ,trojuhelnikovity“ tvar, ktery dava tusit pritomnosti
prenosu excitacni energie.

Globalni analyzou se podarilo odhalit pouze jedinou oscilujici slozku, jez je
zobrazena na obrazku 4.13. Ziskané CAS je negativné ovlivnéno nizkou intenzitou
sledované komponenty, avsak i tak 1ze rozeznat, ze stfed stopy v excitacni ose je
zhruba na 14870 cm~!. V detekéni ose je stopa silné protdhld a nelze uréit jeji
stfed, jelikoz pro vysoké frekvence je signal tlumen lokalnim oscilatorem, ktery
zde uz znacné sldbne. Jisté je jen to, Ze stied stopy je silné nad diagonalou, alespon
0 300 cm ™!,

V datech se vsak vyskytovaly i dalsi oscilujici signély, které sice nebylo mozné
nafitovat v pribéhu globédlni analyzy, ale neni pochyb, ze se v datech skutecné
nachazeji. Celkem byly takto objeveny tii oscilujici komponenty a sice -222, -482
a 445 cm™!. ProtoZe se nepodafilo tyto signdly nafitovat, neni zndma jejich doba
Zivota, ale zname podobu jejich oscila¢nich map® - viz obrazek 4.14. Komponenta
oscilujici na -222 cm ™! se nachdzi z hlediska excitaéni osy na stejném misté jako
silny neoscilujici peak a z hlediska detekéni osy je posunuta o piiblizné -200 cm ™.

SPiftomnost pouze jediné oscilujici komponenty je nezvykl. Vysvétlovat by tento fakt mohla
skutecnost, ze spektrum LO mé oblasti 650 nm a nize jiz malou intenzitu a je tak mozné, ze
pokud je puvod dalsich oscilujicich signal v této spektralni oblasti, neni je jiz vidét.

6Protoze jde o oscilaéni mapy, neni mozné jakkoliv porovnivat jejich absolutni intenzity s
intenzitami u DAS a CAS spekter.
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Obréazek 4.12: DAS neoscilujicich komponent pro nizkoteplotni data mérena se
spektralnim rozsahem kolem 675 nm. V levém sloupci jsou ziskana spektra, v
pravém pak vytezy zajimavych oblasti (vyfez vyznafen v puvodnim spektru cer-
vené). Refazovaci spektra jsou oznacena R a nerefazovaci NR. Pomocné kiize
jsou na diagonale na 14670 cm™' (modry) a 15120 cm™! (Zluty) a rizovy na
15330 cm ™! v w; a 15250 em ™! v w,. Detailni popis viech aspektii grafii viz sekce
Popis déle uzivanych graft.

Zbylé dvé komponenty se na excitacni ose nachazeji na stejném misté, jako na-
fitované oscilujici komponenty (viz obrazek 4.13), pficemz oscilace na -482 cm™!
je pod diagondlou, avsak nelze uré¢it jeji polohu bliZe a oscilace na 445 cm™ je
v detekéni ose polozena tak vysoko, ze se nachazi prakticky na hrané lokalniho
oscilatoru, kviili ¢emuz je uréeni jeji polohy nejisté.
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Obrazek 4.13: CAS oscilujici komponenty objevené v nizkoteplotnich datech meé-
fenych na spektralnim rozsahu kolem 675 nm. Pomocné kiiZe jsou stejné jako na
4.12. Detailni popis vSech aspektu grafu viz sekce Popis dale uzivanych grafu.
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Obrazek 4.14: Oscila¢ni mapy signdll z nizkoteplotnich dat ze spektralni oblasti
675 nm, které se nepodarilo nafitovat v ramci globalni analyzy, avsak jisté se v
datech nachazeji. V grafech jsou vepsany pouze frekvence oscilaci, protoze doby
zivota se nepodarilo urc¢it. Pomocné kiize, jez jsou shodné s obrazkem4.12. De-
tailni popis vsech aspektii grafti viz sekce Popis dale uzivanych grafi.
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4.3 Shrnuti ziskanych dat

Data jsou graficky shrnuta na obrazku 4.15, kde jsou vyneseny vsechny typické
signaly, jez byly popsany vyse. Z grafu je jasné viditelné, ze neoscilujici signély,
v méfeni za pokojové teploty, lezi pod diagondlou (zhruba o 50 - 100 cm™1),
stejné tak vétsina oscilujicich signali lezi pod diagonalami posunutymi o frekvence
oscilact (200, -200 a -500 cm™1).

Data za pokojové teploty vykazuji obvykle 4 neoscilujici komponenty, jednu v
radek desitek fs, druhou ve stovkach fs, tieti v desitkach ps (nebo delsi) a poté
jednu velmi dlouhou v Fadu stovek ps, kterou ovSem neni nikdy mozné presné
urc¢it, protoze méreni probihala pouze do 200 ps populacniho ¢asu. V datovych
sadach ze spektralnich oblasti 630 a 670 nm se vyskytuji peaky na priblizné
15350 ecm ™t V sadé dat méfené na 630 nm jsou dvé komponenty s peakem na této
pozici, jez vykazuji doby zivota 21 a vice nez 500 ps. V sadé z oblasti 670 nm se na
této pozici nachazi prakticky vsechny neoscilujici signdly a s vyjimkou jediného

maji doby Zivota vyssf nez 5 ps. Zda se tak, Ze stav lezici na 15350 cm™! je

pravdépodobné dlouhozijici. A¢ se peaky nachéazeji na stejnych mistech, nejsou co
do tvaru stejné. Tento efekt mize byt zptsoben deformaci dat klesajici intenzitou
spektra laseru v téchto mistech. U ostatnich pozorovanych stavii neni bohuzel,
kvtli prekryvu jejich spektralnich signéli, mozné jim jednoznacné priradit doby
zivota.

Nizkoteplotni data v oblasti 630 nm vykazuji podobny pocet neoscilujicich
komponent jako data za pokojové teploty, pricemz jedna komponenta je rozdélena
ve spektru na dva peaky. Komponenta leZici piiblizné na 15730 cm ™! dohasind na
Siroké gkdle ¢asii, zatimco komponenta na 15400 cm™! mé dobu Zivota pfedevsim
46 ps. Naproti tomu nizkoteplotni data v oblasti 670 nm maji pomérné Spatnou
kvalitu a globdlni analyza v nich nalezla pouze dvé neoscilujici komponenty. Obé
tyto komponenty se skladaji ze dvou peak, pficem# peak na zhruba 14670 cm ™!
je vyraznéjsi v pripadé komponenty s dobou zivota 9,9 ps.

V datech ziskanych za pokojové teploty trpi uréeni dob zivota neoscilujicich
komponent pomérné velkymi nejistotami. Naproti tomu u oscilujicich komponent
jsou doby zivota urceny cCasto s mensimi relativnimi chybami. Frekvence osci-
laci pak vykazuji vyrazné nejnizsi relativni chyby. V ptipadé nizkoteplotnich dat
se nejistoty urceni dob zivota, ¢i pripadné frekvenci oscilaci bohuzel nepodarilo
zjistit, protoze z ¢asovych divodl nebyl naméren dostatecny pocet datovych sad.

Ve vsech spektralnich oblastech za pokojové teploty (a v nizkoteplotnich datech
kolem 630 nm) byly nalezeny oscilujici komponenty s frekvencemi zhruba 4220
a-511 em™t. Jak je vidét z graf zachycujicich zminéné komponenty, vypada to,
ze se tyto signaly hybou spolecné se zménou spektra LO. Dale je dobfe patrné,
ze jsou posunuty priblizné o hodnotu své frekvence oscilace vici neoscilujicim
signaltim. Doby zZivota vsech téchto komponent se pohybuji v nizsich stovkach fs.
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Srovnani refazovacich spekter
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Obréazek 4.15: Prehledové srovnani vSech mérenych dat. V grafu jsou vyneseny
kontury na trovni 97% intenzity vyndseného signdlu. Modré ¢ary patii datim
ze spektralni oblasti 620 nm, cervené dattim z oblasti 630 nm, fialové a riazové
620 nm, zelené datiim za nizké teploty na 630 nm a zlaté nizkoteplotnim datim na
670 nm. Plnou ¢arou jsou vyneseny neoscilujici komponenty, teckované oscilace na
200 cm ™!, ¢erchované na -200 cm ™! a ¢drkovand na -500 cm 1. V grafu je vynesena
diagondla (Cerchované) a posunuté diagonély o pravé zminéné frekvence oscilaci.

Na spodni a levé strané grafu jsou vyneseny kfivky lokalnich oscildtort.



5. Diskuze

Jak jiz bylo zminéno drive, vzorek intaktnich fykobilizomta T. elongatus vy-
kazuje velmi kratkou dobu zivota koherenci a sice necelych 100 fs. Tato rychla
dekoherence znamend, Ze signal vzorku v koherecnim c¢ase 7 rychle klesa a brzy
se ztraci v sSumu. Vzhledem k tomu, Ze méfenim ziskand data jsou na kratkém
casovém useku, po provedeni Fourierovy transformace na ose koherencniho casu
nutné dostavame nizké frekvencni rozliseni na ose w,. Nizké rozliSeni prezentova-
nych dat ma tedy primarni ptivod ve vlastnostech vzorku samotného, cili tento
majoritni divod nelze nijak odstranit, ¢i obejit a nevysoké rozliseni je v pripadé
tohoto vzorku do znacené miry nevyhnutelné. Pochopitelné by se dala kvalita dat
zlepsit potlacdenim Sumu!, ¢ zvySenim excita¢ni intenzity, coZ s sebou oviem nese
nemalé riziko poskozeni méreného vzorku.

Dalsim problémem v ramci zpracovani dat byla nemoznost od sebe spravné
separovat refazovaci a nerefazovaci slozku signalu. Tato nedostatecna separace se
projevuje ,prosaknutim® signalt mezi refazovacimi a nerefazovacimi spektry, coz
samoziejmé muze mit dramaticky vliv na polohu peakti, zvlasté v nerefazovacich
datech, ktera maji typicky nizsi intenzitu a jsou tak citlivéjsi na kontaminaci refa-
zovaci slozkou. Pri¢ina nemoznosti spravné separace obou slozek je opét v kratké
dobé zivota koherenci vzorku. Refazovaci a nerefazovaci signél je od sebe oddé-
lovan pomoci rozdélovaci funkce, jez ma podobny tvar jako Heavisediova, ovsem
neni pravouhléd. Refazovaci a nerefazovaci signaly se v urcité oblasti koherenc¢nich
cast vzdy prekryvaji vlivem konec¢né délky uzivaného excitacniho pulzu a neni
je mozné zcela oddélit. Pokud je tato ,prechodova“ oblast kratka vuci zbytku
oblasti se signalem, lze tento efekt zanedbat. V pripadé kratkych dob zZivota ko-
herenci ovSsem prechodova oblast mezi refazovacim a nerefazovacim signalem tvori
znacnou ¢ast z celkové oblasti se signalem, tudiz nemalou ¢ast z refazovacich dat
pak bude tvorit i nerefazovaci signal a obracené. Efekt prosaknuti dat mezi re-
fazovacimi a nerefazovacimi spektry je samoziejmé tim silnéjsi, ¢im je excitacni
pulz delsi v case.

Pri cteni 2D spekter je také potfeba mit na paméti tvar spektra excitacniho
laseru, se kterym byla dand data nameérena. Intenzita stop ve 2D spektrech je
dana nejen vlastnostmi vzorku samotného, ale také podobou spektra LO. Ma-li
spektrum LO v néjakém misté nizkou intenzitu dochazi zde k potlaceni intenzity
signalli a naopak. Vzorek sam o sobé by tak mohl v principu na dané vinové délce
poskytovat silny signal, ovsem nizka intenzita lokalniho oscilatoru v tomto misté
zapricini silné utlumeni stopy v ziskaném 2D spektru. Naopak je-li na dané vlnové
délce LO silny, muze to vést k ,vyzvednuti“ méné napadného signalu. Timto
zpusobem dochézi k vyraznému ovliviiovani relativni intenzity stop v ziskavanych
2D spektrech. Dusledkem zmény poméru intenzit peakt muze byt i ,,cestovani®
jejich pozice v 2D spektru, coz predstavuje velky problém zejména pro Siroké

!SniZeni sumu ovSem neni v piipadé naseho experimentu snadné. CCD kamera uzivand jako
detektor je jiz chlazena a tedy jeji Sum je jiz do zna¢né miry potlacen. Déle by bylo samoziejmé
mozné prumeérovat data pres vétsi pocet méreni, coz ovSem nepfipadd v uvahu z ¢asovych
divodu.
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peaky, u kterych je pak velmi nesnadné urcit skutecnou polohu centra peaku. A
bohuzel pravé takové peaky typicky vykazuji vzorky fykobilizom mérené v této
praci.

P1i pohledu na prehledovy graf zachycujici polohy typickych peaki (viz obrazek
4.15) je znatelné, Ze peaky z méfeni jednotlivych spektralnich oblasti (620, 630
a 670 nm) za pokojové teploty se neshoduji. Tento efekt je zardzejici, zvlasté u
dat na 620 a 630 nm, kde byla spektra LO do velké miry prekryta (viz obrazek
4.1). Proto bylo, na zakladé uvah uvedenych v odstavci vyse, ué¢inéno nékolik
pokust s upravou namérenych dat a ukazalo se, ze pokud se data po zpracovani
vydéli vhodné naskélovanym lokalnim oscilatorem, dojde k prekryvu peaku v
datech ze spektralnich oblasti 630 a 670 nm, jak je ukdzadno na obrazku 5.1,
kde jsou zobrazena korigovana data. Bohuzel se timto nevyftesi problém prekryvu
mezi oblastmi 620 a 630 nm, ale shoda se touto tpravou dat preci jen zlepsi. Z
pravé uvedeného vyplyva, ze zpracovani dat pravdépodobné neni dokonalé a ne
zcela spravné koriguje data podle spektra lokdlniho oscilatoru, coz je problém,
jez je nutné do budoucna vyftesit (o tomto efektu se vzdy predpokladalo, ze je
zanedbatelny; ze tomu tak neni bylo zjisténo az pri dokoncovani magisterské prace
a proto nebyla analyza a korekce tohoto efektu dale detailné rozpracovana).

Data za pokojové teploty obsahuji celou fadu neoscilujicich komponent, jejichz
hlavni peaky nelezi na diagonale, jak by se dalo ocekavat, ale tésné pod ni. Pro¢
signaly lezi pod diagondlou a nikoliv na ni se bohuzel nepodarilo jednoznacné
prokéazat. Nabizi se teoreticky moznost, ze dochéazi k excitaci ze zakladniho do
excitovaného stavu, avsak nasledné se systém nevraci do zakladniho stavu primo,
ale pada do vibrac¢niho stavu, protoze pravdépodobnost prechodu z excitovaného
stavu do vibra¢ni hladiny je vyssi, nez-li pifimo prechod do zakladniho stavu bez
vibrace. PTi méreni za teploty kapalného dusiku na spektralni oblasti 630 nm
se tento efekt ve spektrech neprojevuje a neoscilujici signaly lezi piimo na dia-
gonale, avsak kryo data na 675 nm obsahuji neoscilujici signaly lezici opét pod
diagonalou. To by znamenalo, Ze vlivem zchlazeni vzorku dojde selektivné pouze u
nekterych stavii ke zméné pravdépodobnosti prechodu na riizné vibra¢ni hladiny
elektronovych stavii. Tato varianta se tak jevi pomérné nepravdépodobna.

Zdrojem posunu peakl ve spektru vsak nemusi byt nutné vlastnost systému
samotného, ale miize se jednat i o artefakt vznikajici pri zpracovani dat, jak
bylo uvedeno vyse, a je teoreticky mozné, ze spravna korekce na spektrum LO
by peaky v datech umistila skutecné na diagonalu. Nicméné toto se nezda az
tak pravdépodobné, protoze diskutované peaky lezi ve stfedech mérenych 2D
spekter a jsou tak LO pokryty pomérné dobre. Nabizi se vSak i jind vysvétleni.
Vzorek miize napiiklad obsahovat vice energetickych hladin, jez jsou polozeny
tésné nad sebou a mezi nimiz dochézi k prenosu excita¢ni energie. Tento prenos
se v DAS projevi jako pod-diagonalni crosspeaky?, které mohou diky piispévku
své intenzity posunout stied Siroké stopy pozorované ve spektru blize své pozici,
tedy pod diagonalu. Toto vysvétleni se jevi jako zdaleka nejpravdépodobné;jsi.

2Slovo je pievzato z anglictiny. Zde uzivdno pro signaly lezici na prisecikii vertikalni a
horizontalni Cary, jez kazdd prochéazeji jednim diagondlnim peakem. Crosspeaky mohou byt
tedy budto poddiagonélni nebo naddiagonalni.
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Obrazek 5.1: Namérena data v rtiznych spektralnich oblastech po vydéleni vhodné
naskalovanym lokalnim oscildtorem a srovnani s origindlnimi daty v oblasti
630 nm. Ze srovnani korigovanych dat na 630 nm (pravy horni graf) a originalnich
dat na této oblasti (pravy dolni graf) je jasné vidét, jak silny je vliv korekce na
peak v oblasti 15400 cm~!. Modré pomocné ¢ary jsou ve viech grafech umistény
stejné a je jasné viditelné, ze spodni peak v oblasti 630 nm je tentyz peak jako
je v oblasti 670 nm. Na vodorovné ose kazdého grafu je vynesena excitacni frek-
vence w, a na svislé detekéni w;. Barevné panely zndzornuji intenzitu signalu. V
kazdém grafu je také ¢erchovanou carou vyznacena diagonéla.

Jak je uvedeno v odstavci vyse, zpracovani dat pravdépodobné dobie neposti-
huje tvar spektra meériciho laseru a peaky tak mohou mit jiné intenzity a dokonce
i polohy (na vyvinuti spravného postupu korekce dat na spektrum LO budeme
pokracovat i po ukonceni této magisterské prace). Tento artefakt vznikajici pti
zpracovani dat by mohl vysvétlovat, pro¢ se nepodafilo jednoznaéné urcit inter-
pretaci nalezenych signalt. Déle je vsak také nutné brat v ivahu, Ze nameérend
2D spektra obsahuji zpravidla velmi ,Siroké* signély (rozsitené jak ve smyslu ex-
citaéni, tak detekéni osy) a je tedy mozné, ze pozorovany ,jeden“ siroky peak je
ve skutecnosti tvoren celou fadou mensich, ostieji vymezenych peaki, které vsak
nejsme schopni rozlisit. Déle prezentovany model energetickych hladin a prenost
mezi nimi je proto pouhym navrhem, jez pochopitelné vychazi ze zmérenych dat,
ovsem tato data nepostacuji k jeho potvrzeni.
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Na zakladé podob DAS, ziskanych pii méreni za pokojové teploty i teploty
kapalného dusiku, byl sestaven ndvrh schématu elektronovych hladin® a pfe-
nosu energie mezi nimi (vi obrazek 5.2). Nizkoteplotni data ve spektralni oblasti
675 nm (viz obréazek 4.12) zcela jasné ukazuji na elektronovou hladinu na zhruba
14680 cm~!. V datech za pokojové teploty, ve spektralni oblasti 670 nm, tato
hladina neni pifimo viditelna, ale komponenty s dobami zivota 36 ps a 1,1 ns
vykazuji crosspeak mezi stavem v okoli 15300 cm ™! a n&jakym stavem pod hra-
nici 14900 cm™! (viz obrdzek 4.8). Déle jsou v nizkoteplotnich datech na oblasti
675 nm vidét stavy na pfiblizné 15120 cm ™! a 15340 cm~!. Na prvni pohled jsou
signaly téchto stavu slity do jedné stopy, ovSsem napadity trojihelnikovity tvar
této stopy svédcéi o tom, Ze je slozena ze dvou stavil, jez jsou spolu provazany
prenosem energie. Obdobna situace panuje u dat za pokojové teploty v oblasti
670 nm, kde je pozorovatelna jedna velka stopa, ovSem jeji tvar a nerefazovaci
spektrum komponenty s dobami zivota 109 fs a 5,5 ps prozrazuji, ze se prav-
dépodobné jednd o dva stavy, jez jsou provazany. Vyse polozeny z obou pravé
diskutovanych stavii je vidét i v datech ze spektralni oblasti 630 nm a to jak
v pripadé méreni za pokojové teploty, tak v pripadé nizkoteplotnich dat. Déle
nizkoteplotni data na 630 nm (viz obrazek 4.10) obsahuji informaci o stavech na
priblizné 15650 cm~! a 15820 cm™!, kdy signaly téchto stavil jsou opét slity do
jedné stopy, ale jeji tvar ukazuje na to, ze se jedna o dva stavy a Ze mezi nimi do-
chazi k prenosu energie. Data za pokojové teploty, na spektralnim rozsahu kolem
630 nm (viz obrazek 4.5), vykazuji stopy vyrazné protahlé v horizontalnim sméru
a s prihlédnutim k podobé DAS komponenty s dobou zivota 70 fs lze tvrdit, Ze
tato data ukazuji na stavy v oblasti zhruba 15500 aZ 15800 cm ™, coz je v pfiblizné
shodé s nizkoteplotnimi daty. Kromé téchto komponent jde ovsem spekulovat i
o vyskytu vyse poloZeného stavu, zhruba v oblasti 16000 cm™!. Tuto domnénku
podporuje podoba dat ve spektrdlnich oblasti 620 nm (viz obrazek 4.3), kterd

ukazuji na pfftomnost nejméné jednoho stavu v oblasti nad 15800 cm™?.

Vyznam a ptivod oscilujicich signali se bohuzel nepodarilo uspokojiveé vysveétlit.
Vzhledem k tomu, zZe tyto signaly nelezi na ,mftizce® tvorené peaky neoscilujicich
komponent, nejedna se pravdépodobné o elektronové koherence. Déle byla proset-
fena moznost, ze by se mohlo jednat o ramantv rozptyl. Ze srovnani zmérenych
CAS s modelem (viz pfiloha A.1) vSak jasné vyplynulo, Ze nejde o signél rama-
nova rozptylu. Nabizi se vysvétleni, Ze se jedna o koherence zahrnujici vibracni
stavy, coz se ovsem nepodarilo presvédcivée potvrdit. Hlavni problém spociva v
rozliseni experimentu a frekvenci oscilace zminénych signalt - tyto dvé hodnoty
jsou totiz piiblizné stejné velké (pro oscilace 4200 cm™!), coZ velice komplikuje
ucinéni jasnych zavérti o puvodu téchto signali. Pro presné urceni ptivodu osci-
lujicich signali by bylo zapotiebi podrobnéjsi analyzy dat, kterd by zahrnovala
jak efekt ovlivnéni pozice peakli podobou LO, tak vyhodnoceni ,promichani“
refazovacich a nerefazovacich signali.

Jak jiz bylo komentovano vyse a jak je zndzornéno na energetickym schématu
5.2, byla pozorovana celd fada prenosu excitacni energie, tedy pod-diagonalnich

3Nemusi se vSak jednat ¢isté o elektronovy stav, ale miize pochopitelné jit i o néjakou vibraéni
hladinu elektronové stavu. V tomto smyslu je oznaceni ,elektronova“ hladina uzivano i dale.
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Energie / cm™ VInova délka / cm™

16000 — — 625
15800 —
— 635
15600 — y
| — 645
15400 — v —
— — 655
15200 — B
— Y
— 665
15000 —
14800 —| — 675
— Y VY —
14600 — L 685

Obrazek 5.2: Schéma pozorovanych energetickych hladin ve fykobilizomech T.
elongatus a prenosu energie mezi nimi. Pro lepsi orientaci je na levé strané uve-
dena osa v cm™!, zatimco na pravé v nm. Celé schéma je pouze orientacni a
zachycuje kombinaci poznatkll z méreni za pokojové teploty i za teploty kapal-
ného dusiku. Nejvyse polozeny stav a energetickych prechod z néj jsou znaceny
sedou barvou, protoze je témé jisté, nad ostatnimi stavy je jesté dalsi, ale neni
jisté kde presné se nachazi.

crosspeakii. V nékterych pripadech vsak byly pozorovany i komplementarni nad-
diagonalni crosspeaky - kombinace nad- i pod-diagonalniho crosspeaku ukazuje
na moznou pritomnost excitonové interakce. V datech za pokojové teploty na roz-
sahu okolo 670 nm je u komponenty dobou Zivota 5,5 ps nadznak nad-diagonalniho

Vees

zuje na moznost excitonové interakce se stavem, jez lezi nékde pod 15000 cm ™.

Dalsi naznak excitonové interakce se nachazi v nizkoteplotnich datech na spekt-
ralnim rozsahu okolo 630 nm, kde komponenty s dobami zivota 2,5 a 46 ps ukazuji
moznou interakci mezi stavy na cca 15400 a 15600 cm ™. I v nizkoteplotnich da-
tech na 675 nm je ndznak excitonové interakce a sice v nerefazovacich spektrech
mezi stavy na 14670 a 15100 cm ™.
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Z.aver

V rdmci prace byly pomoci dvoudimentionélni elektronové spektroskopie studo-
vany fykobilizomy sinice thermosynechococcus elongatus ve spektralnim rozsahu
ptiblizné 590 az 700 nm (z duvodu uzsiho spektra excitaéniho laseru byla celd
zminéné oblast proméfena v ramci 3 oddélenych experimenti). Ukazalo se, ze
se jedné o komplikovany vzorek, jez vykazuje velmi rychlou dekohorenci, coz s
sebou nese problém v podobé nizkého rozlisSeni mérenych dat a Spatné separova-
telnosti refazovacich a nerefazovacich spekter. Kvili témto dvéma efektim byla
velice ztizena interpretace ziskanych dat.

Problémy s interpretaci dat, konkrétné s prekryvem signalii z riznych spekt-
ralnich oblasti, vedly k pokustim o korekci dat. Bylo zjisténo, ze pokud jsou data
vydélena vhodné naskalovanym spektrem lokalniho oscilatoru, lze dojit v pripadé
spektralnich oblasti 630 a 670 nm ke shodé v poloze neoscilujiciho peaku a v
pripadé dvojice oblasti 630 a 620 nm ke zlepseni shody. Tento poznatek vede k
domnénce, ze data nebyla zpracovana zcela idealné s ohledem na tvar spektra
LO. Ke zjisténi, ze tento efekt neni rozhodné zanedbatelny, doslo bohuzel az na
samém konci diplomové prace a z ¢asovych diavodt jiz nebylo mozné rozpracovat
korekci dat a zkorigovat veskera data.

Ve zmétenych datech byla odhalena celd rada neoscilujicich komponent. Ve 2D
spektrech ziskanych mérenim za pokojové teploty nelezely peaky téchto stavii
primo na diagonale, ale byly posunuty lehce pod ni. Tento efekt se bohuzel nepo-
darilo zcela objasnit. D4 se nicméné predpokladat, ze mohl byt zptisoben velkym
mnozstvim crosspeakl znacicich prenos excitac¢ni energie. Dale byly pozorovany
mimodiagonalni signaly s oscilacemi pfiblizné 200, -200 a -500 cm ™ 'a to pro kaz-
dou mérenou spektralni oblast. Tyto oscilujici signaly ovSem nelezi v ,mfizce”
(tedy nad / pod nebo vlevo / vpravo od signalu) vici nalezenym neoscilujicim sig-
naltim, coz znadci, ze se nejedna o elektronové koherence. Vzhledem k frekvencim
posunt by se mohlo jednat o vibrac¢ni stavy, avsak tuto domnénku neni mozné
na zakladné ziskanych dat potvrdit.

V datech, mérenych za pokojové teploty i za teploty kapalného dusiku, bylo na-
lezeno 6 energetickych hladin (pfesnéji byly nalezeny priblizné frekvenci 5 stavi,
Sesty stav jisté existuje v oblasti pfiblizné 16000 cm ™!, ale neni moZné jeho energii
blize urcit) a byl odhalen prenos excita¢ni energie mezi nimi - viz obrazek 5.2.

Analyza dat ukazala hned na nékolik moznych excitonovych interakci. Zda se,
Ze excitonovou interakei jsou svazany dvojice stavii leZici na 15400 a 14700 cm ™!,
dale na 15600 a 15400 cm~! a také na 15100 a 14670 cm~!. NaneStésti viak ze
ziskanych dat neni mozné s jistotou Tici, ze se jednda pravé o excitonovou interakci,

i kdyz se toto vysvétleni jevi jako pravdépodobné.
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A. Prilohy

A.1 Simulace ramanovych spekter

Vsechna ziskana CAS spektra byla srovnavana s nasimulovanymi ramanov-
skymi spektry. Simulace probihala jednoduchym modelem navrzenym v [10], tedy
dle vztahu

Ryepn = | E(wr)|| E(wr + wa)|| E(ws — ws)] (A.1)

pro refazovaci slozku a pro nerefazovaci dle

Rnonreph ~ ‘E<WI)HE(Q}1 - WQ)HE(Wg - w?)’ . (AQ)

NiZe je pro kazdou spektréalni oblast (620, 630 s 670 nm) uvedeno srovnani CAS
ziskanych z mérenych dat (levy sloupec) a simulace (pravy sloupec) - viz obrazky
A1, A2 a A.3. Ve vSech zminénych grafech jsou uzity zkratky: R pro refazovaci
slozku spektra, NR pro nerefazovaci. Dale je v kazdém grafu u zmétrenych dat
uvedena doba zivota a frekvence oscilace, u simulovanych dat pouze frekvence.
Grafy také obsahuji zelené vyznacené spektrum lokalniho oscilatoru a ¢erchova-
nou ¢arou znacenou diagonalu. Vsechny grafy v jednom obrazku maji spolecnou
barevnou relativni intenzitni osu - maximalni hodnoty intenzit jsou vepsany ze
strany grafii. Nicméné jednoduchy model uzity k simulaci dat neumoznuje porov-
nani absolutni hodnoty intenzit mezi simulaci a daty, rozhodujicim faktorem je
pouze tvar stopy ve 2D spektru.
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Obrazek A.1: Srovnani namérenych CAS a nasimulovanych ramanovych spekter.
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Obrazek A.2: Srovnani naméfenych CAS a nasimulovanych ramanovych spekter.
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Obrazek A.3: Srovnani namérenych CAS a nasimulovanych ramanovych spekter.
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